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Abstract
Type 2 diabetes (T2D) is a chronic degenerative disease in which the body is unable

to regulate glucose levels, due to insulin resistance or a relative insulin deficiency
due to an insulin secretion defect, leading patients to a condition called
hyperglycemia. Mortality in T2D is due to microvascular and macrovascular
complications, approximately 70% to 80% of patients die as a result of these
complications, which are due to altered vascular responses due to chronic
hyperglycemia conditions in T2D. In this project, the design and synthesis of the
LAPS 1-8 series of thiazolidinedione-type compounds with nitrooxyalkyl groups was
carried out by a three-step synthetic pathway, subsequently purified and

characterized by spectroscopic and spectrometric techniques.

A pharmacological consensus analysis was performed on the LAPS 1-8 series using
several chemoinformatics tools, identifying compounds LAPS-2, LAPS-5 and
LAPS-6 as computational hits, and these were tested ex vivo to evaluate the

vasorelaxant effect.

The three compounds evaluated in ex vivo vasorelaxant effect assays where those
having a relaxant effect in the presence and absence of vascular endothelium, being
compound LAPS-6 the most effective and potent. Due to compound LAPS-6 was
the most active in ex vivo rat aorta assays, a trial was conducted to evaluate its
antihypertensive effect in a spontaneously hypertensive rat model (SHR), where
compound LAPS-6 had a 10% systolic and 20% diastolic pressure lowering effect.
The compounds LAPS-2 and LAPS-6 were evaluated in an acute assay in a non-
insulin-dependent murine model, where both showed antihyperglycemic activity by
achieving from 10% to 40% glucose reduction. These bioactive compounds are
considered to have a multitarget effect with potential use in diabetes and vascular

complications.
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Resumen
La diabetes tipo 2 (DT2) es una enfermedad cronica degenerativa donde el cuerpo

es incapaz de regular los niveles de glucosa y se debe una resistencia a la insulina
0 a una deficiencia relativa de insulina llevando a los pacientes a una condicién
llamada hiperglucemia. La mortalidad de la DT2 se debe a las complicaciones
microvasculares y macrovasculares; aproximadamente del 70% al 80% de los
pacientes fallecen a consecuencia de estas complicaciones, que se deben a una
alteracion en las respuestas vasculares debido a las condiciones de hiperglucemia
cronica en la DT2. Para este proyecto se realizo el disefio y la sintesis de la serie
de compuestos LAPS 1-8 de tipo tiazolidindionas con grupos nitrooxialquilicos
mediante una ruta de sintesis de 3 pasos, posteriormente fueron purificados y

caracterizados por técnicas espectroscépicas y espectrométricas.

A la serie LAPS 1-8 se le realizé un analisis de consenso farmacologico para el cual
se utilizaron diversas herramientas quimioinformaticas, identificando asi a los
compuestos LAPS-2, LAPS-5 y LAPS-6 como hits computacionales y estos fueron

ensayados ex vivo para evaluar el efecto vasorrelajante.

Los tres compuestos evaluados en ensayos ex vivo de efecto vasorrelajante donde
los compuestos tienen un efecto relajante en presencia y ausencia de endotelio
vascular, siendo el compuesto LAPS-6 mas eficaz y mas potente. Debido a que el
compuesto LAPS-6 fue el mas activo en los ensayos ex vivo de aorta de rata se
hizo un ensayo para evaluar su efecto antihipertensivo en un modelo de ratas
espontaneamente hipertensas (SHR), donde el compuesto LAPS-6 tuvo un efecto
de disminucion de la presion sistélica del 10% vy diastolica del 20%. Los compuestos
LAPS-2 y LAPS-6 fueron evaluados mediante un ensayo agudo en un modelo
murino no insulino dependiente, donde ambos tuvieron actividad
antihiperglicemiante al lograr una reduccion de glucosa del 10% al 40%. Estos
compuestos bioactivos mostraron un efecto multitarget con potencial para su uso en

diabetes y complicaciones vasculares
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1. Introduccién
La diabetes es una enfermedad cronica-degenerativa en la que el cuerpo es incapaz

de regular adecuadamente los niveles de glucosa en la sangre, debido a una falta
relativa o absoluta de la insulina. Cuando la glucosa no puede entrar a las células,
su concentracibn en sangre aumenta, causando una condicion llamada
hiperglicemia. 537 millones de personas en el mundo padecen diabetes segun
estadisticas del 2021, México ocupa el 6° lugar entre los paises con mayor numero
de personas con diabetes con 12.8 millones de personas.'? La mortalidad asociada
a la diabetes tipo 2 (DT2) se debe principalmente a las complicaciones micro
(retinopatia, nefropatia, neuropatia) y macrovasculares (enfermedad
cerebrovascular, arteriopatia coronaria y artropatia periférica) estas complicaciones
en conjunto son las principales causas de insuficiencia renal, ceguera adquirida,
diversas neuropatias y accidentes cerebrovasculares que terminan con la vida de
los pacientes. Los factores de riesgo para el desarrollo de estas complicaciones son
un mal control glucémico, la dislipidemia, el tiempo de la enfermedad e
hipertension.® Los mecanismos de complicaciones vasculares cronicas se deben a
una alteracidon en las respuestas vasculares debido a las condiciones de
hiperglucemia cronica, aumento de los niveles de especies reactivas de oxigeno, la
disminucién de los niveles de éxido nitrico (NO) y aumento de productos finales de
glicacion avanzada (AGE). Estas complicaciones vasculares son la primer causa de
morbilidad y mortalidad en las personas con DT2.45 Numerosos estudios han
demostrado que controlar los factores de riesgo cardiovascular en los pacientes
puede prevenir o ralentizar el desarrollo de las enfermedades cardiovasculares
como enfermedad coronaria o cerebrovascular. La hipertension es un factor de
riesgo para este tipo de enfermedades en las personas con DT2, por lo que los
pacientes deben monitorear su presion arterial constantemente y los que presenten
una presion sistolica >140 mmHg y diastdlica de >90 mmHg deben recibir
tratamiento para reducir las complicaciones microvasculares y los eventos de
enfermedades cardiovasculares.® Debido a esto, es importante desarrollar nuevos
agentes farmacolégicos que puedan emplearse en el tratamiento integral de la DM2,

teniendo efecto multitarget sobre las condiciones de hiperglucemia e hipertension.
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2. Antecedentes
La diabetes es un trastorno metabdlico multifactorial caracterizado por una

hiperglucemia cronica. Esto puede ser por la nula produccion de insulina por el

pancreas o porque la secreciéon de insulina es ineficiente para mantener los niveles

de glucosa en los parametros fisioldgicos, causando hiperglucemia el cual es el

indicador principal de esta enfermedad. Los sintomas habituales son la poliuria,

polidipsia y polifagia estos a consecuencia de la hiperglucemia, ademas los

pacientes presentan pérdida de peso a pesar de la polifagia.’” Esta enfermedad se

puede clasificar en distintos tipos:

Diabetes tipo 1: En este tipo de diabetes células beta (B) del pancreas, se
danan de tal manera que se produce poca o nula de insulina., matan los
islotes, lo que lleva a una dependencia de la insulina para los pacientes y se
ven afectados durante toda la vida. Este tipo de diabetes se diagnostica con
mayor frecuencia en nifios o adultos jovenes. Los pacientes con diabetes tipo
1 tienen que usar insulina inyectable para controlar los niveles de glucosa en
la sangre.’

Diabetes Tipo 2: Es un trastorno metabdlico complejo que va desde una
resistencia a la insulina con una deficiencia relativa de insulina hasta un
defecto de secrecion de insulina con o sin resistencia a la insulina. Este tipo
representa el 90% de las estadisticas de personas con diabetes y también
se caracteriza por su comienzo en la vida adulta de los pacientes.?

Diabetes gestacional: Las embarazadas que corren un alto riesgo de padecer
diabetes gestacional se encuentran las mayores de 25 afios o mas, las que
tienen un peso corporal anormal, aquellas con antecedentes de prediabetes
o antecedentes familiares de diabetes. Este tipo de diabetes se presenta
entre el segundo y tercer trimestre del embarazo, surge debido a una
disminucién en la produccion de insulina debido a la alta produccion de
hormonas en la placenta.?

Diabetes MODY: se define como un trastorno heterogéneo desarrollado
debido a mutaciones heterocigéticas monogénicas en uno de por lo menos 6

genes diferentes y se define como la DT2 de los jovenes ya que ocurre en

10



pacientes menores a 25 afnos en etapas como la infancia, adolescencia o el

inicio de la vida adulta.®

2.1 Diabetes tipo 2 (DT2)
Este tipo de diabetes representa el 90% de las estadisticas. Los pacientes con DT2

tienen la disminucion de la respuesta bioldgica a la insulina, denominada resistencia
a la insulina periférica, que afecta a diferentes 6rganos, incluyendo el higado, el
musculo esquelético y el tejido adiposo, por lo que los pacientes presentan una
hiperglucemia y una hiperinsulinemia. La resistencia a la insulina es un sello de este
tipo de diabetes. Los antecedentes familiares juegan un papel importante en el
desarrollo de la DT2."%" Los sintomas caracteristicos son polifagia, poliuria y
polidipsia y se explican en la Figura 1

Deficiencia de insulina y/o resistencia a la insulina

Disminucidn de la utilizaciin de glucosa en los B
imjidag y queddndoss an sirculacian

- }W."_.\-‘E'-—' _‘\
) ?/

\J

Tejido adiposo

Muisculo

Incremento del
catabolismo de
prcllell'nas

Incremento de la
Lipolisis

el =Te ]

Comad

Ketanuria |
Glycosuna

|| _
Polipsia

Figura 1 Secuencia de desérdenes metabdlicos subyacentes a las
manifestaciones clinicas de la diabetes. '

2.3 Insulina y resistencia a la insulina
La insulina para que lleve a cabo su accion debe unirse a su receptor de insulina

que pertenece a los receptores con actividad intrinseca de tirosina cinasa (Tyr). La

union de la insulina a la subunidad alfa del receptor genera cambios
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conformacionales que inducen su actividad catalitica y su autofosforilacién de varios
residuos de Tyr localizados en la region citosélica de la subunidad beta. Una vez
fosforilados los residuos son reconocidos por diferentes proteinas adaptadoras,
entre las cuales estan las de la familia del sustrato receptor de insulina (IRS) de las
cuales IRS-1 y IRS-2 constituyen los dos principales sustratos para la etapa inicial
de la senalizacion de la insulina (Figura 2). Las acciones de la insulina se llevan a
cabo mediante la activacién de dos vias principales de senalizacion: la via del
fosfatidilinositol-3-cinasa (PI13K)/akt también llamada proteina cinasa B (PKB), esta
via es la responsable de las acciones metabdlicas, se han identificado tres
isoformas de AKT (AKT1, 2 Y 3) la AKT-2 desempefia un papel en la senalizacion
de la insulina ya que su activacién lleva a la incorporacion de glucosa en el musculo
y tejido adiposo a través de la translocacion de GLUT-4, y la via de las cinasas

activadas por mitogeno/RAS (MAPK/Ras) que regula la expresion genética y los
efectos mitogénicos asociados a la insulina.’?

Insuling

Glucosa

sdl
o D

A

@ .y

N

Expresion de
SlnteSI de
proteinas

Expresion génca
Proliferacion y
diferenciacion celular

Adipogénesis

Figura 2 Receptor de insulina y las vias de sefializacion. (Adaptado de'?)
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El desarrollo de la resistencia a la insulina es principalmente en el musculo
esquelético y el higado, esto se debe a una reduccion de la capacidad de las células
beta de secretar suficiente insulina para compensar esta resistencia a la insulina es
to se asocia con defectos en la capacidad de la insulina para estimular la
translocaciéon del GLUT-4 a la membrana plasmatica y facilitar el transporte de la
glucosa. Esto es causado por distintas alteraciones que pueden darse por
mutaciones y/o modificaciones postraduccionales del receptor de insulina o de

moléculas efectoras de esta via.’3

La obesidad tiene una relacion con la diabetes, especialmente la DT2 debido a que
es un factor de riesgo y seguido del desarrollo de la resistencia a la insulina. Esto
debido a que hay una relacion entre la resistencia a la insulina y la grasa visceral
acumulada en pacientes con obesidad (Figura 3). Esto debido a que los adipocitos
viscerales liberan hormonas que inducen la condicién de la resistencia a la insulina
y esto genera un estado inflamatorio cronico. Los adipocitos viscerales tienen una
actividad lipolitica con una alta actividad de liberacion de acidos grasos libres y esto
puede afectar las acciones de la insulina. En las personas son obesidad los niveles
plasmaticos de acidos grasos libres se elevan lo que ha demostrado que tienen
papel significativo para el desarrollo de resistencia a la insulina. Los adipocitos
liberan una serie de adipocinas como la leptina, adiponectina, resistina y visfatina,
asi como citoquinas y quimiocinas como el TNF-a, IL-6 que son las que conllevan
al desarrollo de patogénesis de la diabetes, inflamacién y ateroesclerosis, debido a
que estas adipocinas en el tejido adiposo conducen a un estado sub-cronico
inflamatorio y esta condicidon es clave para el desarrollo de la resistencia a la

insulina. '
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Figura 3 Relacion entre la obesidad y la DT2 (Modificado de'#)

la insulina

La resistencia a la insulina y la hiperinsulinemia estan relacionadas con la
hipertension, esto debido a la disfuncion endotelial dada a la resistencia a la insulina
en la cual las células endoteliales tienen una disfuncion en la generacion de 6xido
nitrico (NO) o por la disociacién de la sintasa 6xido nitrico endotelial. Este proceso
lleva a la hipoxia e inhibiciébn de la angiogénesis. La resistencia a la insulina
endotelial también da lugar a una mayor liberacién de endotelina-1 (ET-1), que

causa hipertrofia cardiaca y fibrosis.'>16

2.4 Tratamiento para la diabetes tipo 2
El control de la diabetes generalmente comienza con el cambio en estilo de vida y

la dieta. Esto debe ser seguido por un antidiabético oral inicial y/o una combinacion
de antidiabéticos estos se dividen en las siguientes familias por sus mecanismos
farmacologicos'” (Figura 4) :

1) Sensibilizadores de insulina: Biguanidas y Tiazolidindionas

1.1) Biguanidas: Metformina
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La metformina es el medicamento mas antiguo usado en el tratamiento de la DT2.
Es un farmaco multitarget debido a que tiene multiples mecanismos de accién. Sus
efectos antihiperglucémicos se producen principalmente por la reduccién directa o
indirecta de la produccién hepatica de glucosa y por un aumento de la sensibilidad
a la insulina de los tejidos periféricos. Principalmente el mecanismo se da por la
activacién de la proteina cinasa de AMP (AMPK), que es una enzima que regula el
estado energético celular mejorando la sensibilidad a la insulina a través de los
efectos sobre el metabolismo de las grasas.'®

Tabla 1 Metformina estructura y dosis

Biguanida Estructura Dosis
Metformina <|3H3 500mg al dia
HoN NH N
\"/ \‘( \CH3
NH NH

2) Secretagogos de insulina: Sulfonilureas
Las sulfonilureas son secretagogos de insulina, se unen al receptor de sulfonilurea
SUR-1 en la membrana de la célula B-pancreatica, bloqueando asi el canal ATP
asociado a K*. El bloqueo de estos canales conduce a la despolarizacién de la
membrana celular y a la apertura de los canales de Ca?*, y como resultado fusion
de los granulos de insulina con la membrana para que la insulina sea liberada.'® En
este grupo se encuentran: glibenclamida, gliclazida y glimepirida (Tabla 2)

Tabla 2 Sulfonilureas utilizadas en la terapéutica, estructura y dosis

Sulfonilurea Estructura Dosis
Glibenclamida AP iy 5 mg cada 24
L ETO e
e
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Gliclazida 120mg cada
\Q\ 24 horas
Glimepirida 1 mg cada 24
\ﬂ/ \/\O\ horas
AT

3) Moduladores del sistema de incretinas: Agonistas GLP-1 e Inhibidores de la

DDP-4

3.1 Agonistas de GLP-1: GLP-1 es un péptido secretado en las células epiteliales

del intestino en respuesta nutrientes como glucosa y grasa.GLP-1 es una incretina

que aumenta la secrecidén de insulina por parte de células  del pancreas en

respuesta a la glucosa, pero no produce hipoglucemia. Los agonistas de GLP-1 son

administrados por inyecciones subcutaneas, para su uso esta aprobado la
Exenatida y Liraglutida.?%-2" (Tabla 3)
Tabla 3 Agonistas de GLP-1, estructura y dosis.

Agonista Estructura del péptido Dosis
GLP-1
Exenatida 2mg por
dia.
Liraglutida 0.6 mg
@ C-16 fatty acid g por dia.
l@@@ﬂﬁ@@@&
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3.2 Inhibidores de la DDP-4: DDP-4 es una peptidasa que esta presente en la
superficie de la células endoteliales y epiteliales. Esta incretina se libera y regula la
homeostasis de la glucosa. Cuando se inhibe la DDP-4 se aumenta la sintesis de
insulina y se disminuye la liberacion de glucagdn. Los inhibidores de la DDP-4
aprobados por la FDA son la Sitagliptina y Saxagliptina.??(Tabla 4)

Tabla 4 Inhibidores de la DDP-4, estructura y dosis.

Inhibidor de la | Estructura Dosis

DDP-4

Sitagliptina Foo [ 50 mg cada
] 24 horas

Z‘>
§=Z
AN

2

Saxagliptina 5mg cada 24

4

horas

4) Otros mecanismos: Inhibidores de SGTL-2
4.1 Inhibidores de SGLT-2: Son inhibidores de la reabsorcion renal de glucosa, los
SGLT-2 estan localizados en los tubulos renales proximales. Usar los inhibidores de
SGLT-2 tiene eficacia en disminuir la glucosa y se reduce el % de hemoglobina
glucosilada. Los que estan aprobados por la EMA: Dapagliflozina y Canagliflozina.?®
(Tabla 5)



N
Tabla 5 Inhibidores de SGTL-2, estructura y dosis
Inhibidor de | Estructura Dosis
SGTL-2
Dapagliflozina 10 mg
cada 24
horas
cl o/\
Canagliflozina 300mg
OH cada 24
horas
S
\ F
CH,

Biguanidas
(Metformina)

Inhibidores de SGLT-2
Dapagliflozina

Farmacos
disponibles
para el
tratamiento
de DM2

Tiazolidindionas

(Pioglitazona)

Inhibidores de la
alfa glucosidasa

(Miglitol)

Figura 4 Clasificacion de los farmacos disponibles para el tratamiento de la DMII
de acuerdo al mecanismo de accion (Modificada de'’)

2.4.1 Tiazolidindionas
Son sensibilizadores de insulina, actuan como agonistas del receptor PPAR-y. Estos

receptores se encuentran en musculo, tejido adiposo e higado. Los receptores

activados por proliferadores de peroxisomas (PPARs) pertenecen a la superfamilia
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de los controles hormonales nucleares de los genes implicados en la diferenciacién
celular. Desempefian un papel importante en la regulacién en la homeostasis de
lipidos, glucosa y energia. Existen tres isotipos: PPARa, PPAR yy PPARp/6. Cada
isotipo regula genes diana especificos de los tejidos que actuan como sensores de
lipidos y reguladores en la homeostasis de la glucosa. PPAR-y controla la
homeostasis de la glucosa, el metabolismo de los lipidos y sirve como diana
terapéutica importante para el tratamiento de la diabetes tipo 2, debido a que
estimulan la utilizacién y captacion de la glucosa por que aumentan expresion de

GLUT-4 En esta familia se encuentran: pioglitazona y rosiglitazona (Tabla 3). 23

Tabla 6 Tiazolidindionas comercialmente disponibles, estructura y dosis

TZD Estructura Dosis
15-

Pioglitazona N o 0
S NH
\/EJ/\/ m \/= 45mg
o
Z s al dia
Rosiglitazona XN 2-
| 8mg
G o © NH ,
al dia
eH, >§o
s

2.4.1.1 Receptores activadores del proliferador de peroxisomas
El proliferador de peroxisomas pertenece a la superfamilia de los controles

hormonales nucleares de los genes implicados en la diferenciacion celular.
Desempefia un papel importante en la regulacionde la homeostasis de lipidos,
glucosa y energia. El papel de los receptores activados por proliferadores de
peroxisomas (PPAR) en numerosas enfermedades crénicas como la diabetes, el
cancer y la aterosclerosis inflamatoria estd bien establecido. Los PPARs se
expresan en las células cardiovasculares (células endoteliales, células del musculo
liso vascular y monocitos/macréfagos) mejorando la disfuncién endotelial mediante
efectos antioxidantes, antiinflamatorios, anti proliferativos, anti hipertréficos y

antifibroticos.23-24
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Existen tres isotipos que han sido identificadas sobre los PPAR’s:

PPAR-a : Esta expresado en hepatocitos, cardiomiocitos, enterocitos vy
células renales del tubo proximal. Esta altamente expresado en tejidos que
estan involucrados en la oxidacion de acidos grasos. Su activacién conduce
al metabolismo de lipidos.

PPAR-B/6: Expresado en el musculo esquelético y los macréfagos. Su
activacién conduce a una incrementar la sensibilidad de la insulina.
PPAR-y: Expresado mayormente en tejido adiposo y hepatocitos, su
activacion lleva a aumentar la accion de la insulina en el tejido sensible a la
insulina mediante la reduccion de la produccion hepatica de glucosa y la
mejora de captacion de glucosa periférica mediante la expresion de GLUT-4,
siendo una importante diana terapéutica en el tratamiento de la diabetes tipo
2. También tiene un papel critico en los problemas cardiovasculares. En las
lesiones ateroscleréticas, PPAR-y estdn muy expresadas y su activacion
mejora los efectos inflamatorios en las células cardiovasculares. PPAR-y
conduce a la regulacion de la expresion de eNOS en las células endoteliales,

aumentando asi la biodisponibilidad del éxido nitrico (NO).23-25

2.4.1.2 Mecanismo de activacién de PPARy
Cuando el ligando enddgeno o exdgeno se une a PPARYy se traslada al nucleo para

heterodimerizarse con otro receptor nuclear: el receptor retinoide X (RXR), este

receptor va a formar un heterodimero con el acido 9-cisretinoico. Las regiones

especificas del ADN de los genes diana a los que se unen el heterodimero, se

denominan elementos de respuesta a la hormona proliferadora de peroxisomas

(PPRE). En los PPRE se encuentran los promotores de los genes que responden a

PPARYy, este proceso activa la transcripcion de varios genes implicados en los

procesos fisiologicos como la expresion de GLUT-4 y la enzima 6xido nitrico sintasa

endotelial. (Figura 5) 2627 Cuando las tiazolidindionas activan a PPARy y se forma
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el heterodimero con el RXR surge una serie de respuestas que como resultado se
inhibe el factor nuclear-kappa B (NF-kB) y como consecuencia se produce la
inhibicién de la expresion citoquinas inflamatorias (TNFa, IL-6,) de la resistencia a
la insulina y formacién de la placa ateromatosa y disfuncién endotelial de los vasos
sanguineos (ICAM-1 y VACM-1). Por lo que el tratamiento TZD puede mejorar la
disfuncion endotelial, y proporcionan una estrategia potencial para prevenir y tratar

las complicaciones vasculares diabéticas.?®

Acido 9-
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\ mANA m— Proteins

TGLUT-4
PeNOS

Figura 5 Mecanismo de activacion del receptor PPAR-y 2°

2.5 Complicaciones de la DT2
Las complicaciones crénicas de la DT2 se deben principalmente a la hiperglucemia

y pueden ser clasificadas en dos tipos:
e Microvasculares:
a) Nefropatia: Es el dafio renal que involucra a los capilares que rodean a la
nefrona, esta constituye la principal causa de enfermedad renal en

pacientes con DT2, esto conlleva a una proteinuria en los pacientes.
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b) Retinopatia: Es la causa principal del desarrollo de ceguera en pacientes
con DT2. La hiperglucemia genera la microangiopatia y fuga vascular en
el ojo lo que da lugar a un edema y posteriormente un glaucoma.

c) Neuropatia: Es conducciéon nerviosa reducida que se manifiesta como
una disminucion de la sensacion, entumecimiento y el dolor en
extremidades, se debe a una disfunciéon en los vasos sanguineos vy
capilares.?®

e Macrovasculares: Este tipo de complicaciones se considera la principal
causa de muerte en la diabetes, de acurdo a las estadisticas 1 de cada 3
pacientes desarrolla estas complicaciones y representan el 30-40% de las
muertes. Los trastornos macrovasculares mas comunes en la diabetes son
la aterosclerosis y la arteriosclerosis, aunque también los pacientes pueden

desarrollar enfermedad cerebrovascular y llevarlos a un derrame cerebral.®

2.6 Complicaciones vasculares en la DT2

2.6.1 Fisiologia de los vasos sanguineos y arterias
Los vasos sanguineos y arterias estan compuestos por tres capas: la tunica intima,

la tunica media y la tunica adventicia. La intima de las arterias sanas es
principalmente una capa continua de células endoteliales, que impide la coagulacion
intravascular, regula el transporte de fluidos y solutos de la sangre a los tejidos y
viceversa, y controla el reclutamiento de leucocitos y el tono vascular. El endotelio
es considerado el regulador de las paredes vasculares, las células endoteliales
liberan diversos vasodilatadores como el o6xido nitrico (NO), prostaglicinas y
bradicinina. La liberacién NO por parte de las células endoteliales produce que el
tono vascular se mantenga constante y antagoniza una serie de sustancias
vasoconstrictoras también liberadas por el endotelio. Siendo el NO el regulador mas
importante. La media esta formada por multiples capas de células musculares lisas
(SMC) incrustadas en colageno, alternadas por capas de elastina. La adventicia es
un tejido fibroso que contiene fibroblastos y pequeios vasos que nutren las células
externas de las grandes arterias. En su exterior, se prolonga de forma difusa en una
capa de tejido adiposo perivascular (PVAT) que proporciona adipocinas

vasorreguladoras a las arterias y arteriolas (Figura 6). En las arterias

22



ateroscleroticas, la intima esta engrosada por la acumulacion de lipoproteinas y

células cargadas de lipidos debajo del endotelio.3°

Terminaciones nerviosas

PVAT

[ Adventicia

’ Media
Hormonas

vasodilatores

Intima

vasoreguladores

leucocitos

Figura 6 Estructura de los vasos sanguineos.

2.6.2 Oxido nitrico

El 6xido nitrico es el mejor regulador en la homeostasis vascular, actua de distintas
maneras para regular el tono vascular. Los niveles de NO producidos por la célula
endotelial juegan un papel clave en el mantenimiento de la vasorrelajacion al ejercer
sus efectos sobre las células del musculo vascular liso, el estado de contraccién
define el tono vascular. La via para la produccion de NO comienza cuando la sintasa
de oxido nitrico endotelial (eNOS) que esta expresada en el endotelio convierte la
L-arginina en L-citrulina y 6xido nitrico (NO), posteriormente el NO se difunde a la
capa lisa muscular para activar la Guanilato ciclasa (sGC) que convierte al guanosin
trifosfato (GTP) en guanosinmonofosfato ciclico (cGMP), el cGMP lleva a la
desfosforilacion de la miosina de los musculos lo que conlleva a una vasorrelajacion

y asi regulando el tono vascular 3'-32(Figura 7)
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Figura 7 Via de produccion y accién del oxido nitrico. 32

2.6.3 Disfuncién endotelial
El desequilibrio entre la sustancias vasodilatadoras y vasoconstrictoras provoca una

disfuncion del endotelio. Esto esta estrictamente relacionado en la diabetes tipo 2,
debido a que la hiperglucemia conduce a una activacion del estrés oxidativo con
una sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la sobreproduccion
de ROS es un factor fundamental en el desarrollo de complicaciones vasculares
diabéticas porque es exacerbada la disfuncién de NO. Esto debido a la disminucion
de la capacidad de biodisponibilidad de NO, a causa de la reduccion de la
generacion de NO y/o el aumento del consumo de NO por parte del anién
superoxido debido al estrés oxidativo y una disminucién en la produccién de la
eNOS. El paciente entra en un estado de disfuncion endotelial y esto desencadena
a una disminucion de la vasorrelajacion del endotelio causada por la actividad
reducida de NO conlleva a los pacientes con DT2 a desarrollar aterosclerosis,

trombosis, hipertension, y enfermedad cerebrovascular.33-34

2.6.4 Fisiopatologia de las complicaciones vasculares de la DT2
Las complicaciones vasculares se deben principalmente a dos factores:

hiperglicemia, aterosclerosis y glicacion. La aterosclerosis que es la formacion de
placas en las arterias coronarias, se considera un promotor de estas

complicaciones, es un proceso complejo que conlleva la acumulacién de lipidos, la
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activacion de citoquinas proinflamatorias, estrés oxidativo, la activacion de células
endoteliales, hiperactividad plaquetaria; estos procesos conducen a una disfuncion
endotelial. La glicacion de los componentes de los vasos sanguineos en la DT2 es
cuando alteran las estructuras vasculares llevando también a una disfuncién
endotelial, que da lugar a un desequilibrio importante en la produccién de factores
endogenos derivados del endotelio que intervienen de forma fundamental en la

regulacion de la funcién cardiovascular.®

En condiciones de hiperglucemia aumenta la produccion de especies reactivas de
oxigeno (ROS), el aumento de ROS en la vasos sanguineos y arterias puede inducir

danos en las células endoteliales mediante vias diferentes:

1) La activacién de cuatro vias bioquimicas: la via del poliol, la via de la
proteina quinasa C (PKC), la via de los productos finales de glicacion
avanzada (AGE) y la via de la hexosamina.

2) La alteracién de los factores de crecimiento y las citoquinas liberadas por
las células endoteliales de crecimiento y citoquinas.

3) Sindrome metabdlico y cambios epigenéticos anormales.36

En conjunto con la hiperglucemia exceso de acidos grasos libres y la resistencia a
la insulina aumentan el estrés oxidativo, estos en conjunto alteran la proteina
quinasa C y aumentan la produccién de productos de glicacion avanzada en el
endotelio. Como consecuencia, se produce una disminucion de la sintesis de 6xido
nitrico, lo que provoca anomalias en la funcion de las células endoteliales
vasculares. La interrupcion de la sefializacion de la proteina quinasa C provoca una
disminucion de la vasodilatacion, un deterioro en la angiogénesis y un aumento de
la adhesién de los leucocitos a las células vasculares al inhibir la sefializacion de la
PI3K. La activacion de los productos de glicacion avanzada aumenta la produccion
de superoxido endotelial, lo que disminuye la activacién de la sintasa de NO y apaga
la produccién de NO. Estos mecanismos moleculares dan lugar una baja
translocacion del transportador de glucosa GLUT-4 aumentando asi la
hiperglucemia. En estas condiciones también aumenta el activador de

plasminégeno PAI-1 y el fibrinbgeno y reduce las concentraciones del activador
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tisular del plasminégeno, lo que facilita la trombosis vascular.
La disfuncion endotelial y el deterioro de la produccion de NO es un sello de las
enfermedades vasculares por lo que actualmente se buscan agentes terapéuticos
que puedan aumentar su produccion o la sefalizacién de la via de produccién para
asi restaurar la funcion vascular.37-38
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3. Justificacion

La diabetes tipo 2 (DT2) es una de las enfermedades crénico degenerativas con
mayor prevalencia mundial y nacional representando un serio problema para el
sector salud y si bien actualmente existen numerosas opciones terapéuticas, estas
carecen actividad sobre las diversas complicaciones como las micro y macro
vasculares, que son asociadas a altas tasas de mortalidad en los pacientes con
DT2. Por estas razones, es importante generar moléculas multitarget, que posean
una actividad agonista sobre el receptor PPARy con posibles efectos
antihiperglicemicos y de sensibilizacion a la insulina, y que ademas estimulen la
biodisponibilidad de éxido nitrico mediante la activacion de eNOS. Dado su diseno,
estos compuestos a su vez seran liberadores de ‘N=0 que es clave para la funcién
del endotelio y de esta manera se puede prevenir el desarrollo de complicaciones
vasculares. Se pretende generar una serie de moléculas que logren disminuier la
hiperglucemia, la resistencia a la insulina y prevenir las complicaciones vasculares;
con esto dando una opcién de moléculas bioactivas multitarget para el posible

tratamiento de esta enfermedad y sus complicaciones.

4. Hipotesis

Los compuestos disefiados y sintetizados seran ligandos de los receptores PPARy
en ensayos in sillico e in vitro y ademas seran liberadores de Oxido nitrico,
generando un efecto multitarget para el tratamiento dual de la diabetes y prevenir la

disfuncion endotelial que conlleva a las complicaciones vasculares.
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5. Objetivos

5.1 Objetivo general:

Disenar, sintetizar una serie de 8 compuestos de tipo
nitrooxoalquilbencilidentiazolidindionas (LAPS 1-8) y evaluar in silico, in vitro
e in vivo la actividad antidiabética, vasodilatadora y antihipertensiva de los

mejores candidatos.

5.2 Objetivos especificos:

Preparar 8 compuestos (LAPS 1-8) de tipo
nitrooxoalquilbencilidentiazolidindionas.

Caracterizar los compuestos  sintetizados  mediante  técnicas
espectroscopicas (RMN de 'H y '3C) y espectrométricas (EM-EI).

Realizar el estudio de acoplamiento molecular inverso sobre diferentes
dianas implicadas en la DT2 y acoplamiento molecular refinado de los
compuestos y sus metabolitos sobre PPAR-y

Efectuar ensayos in vitro en aorta funcional de rata para evaluar el efecto
vasorrelajante de los compuestos.

Determinar la actividad antidiabética y antihipertensiva de los compuestos

mediante ensayos in vivo
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6. Consideraciones quimico-farmacéuticas del disefio

molecular
Se tom6 como modelo las moléculas: Pioglitazona, Rosiglitazona, SHF-1 y AGH-2

debido a que presentan actividad sobre el receptor PPARy (Figura 8). Estas
moléculas presentan el farmacoforo para agonistas de este receptor reportado en
la literatura y en ensayos in vivo e in vitro.3%#9 El farmacoforo es el conjunto de
caracteristicas estéricas y electronicas necesarias para asegurar las interacciones
supramoleculares Optimas con un blanco terapéutico bioldgico especifico vy

desencadenar (o bloquear) una respuesta bioldgica.*’

N o o Sw
A NH | )\ o)
| >:0 N/\/0 NH
A s | >=
Pioglitazona s

Agonista PPARy Rosiglitazona
Agonista PPARy

i
‘ o °N _nn h< OQ\oj:H o
\O\Is %0 t‘.)\/ 0\ Y S>:

SHF-1
Agonista PPARy
Promotor de GLUT-4
AGH-2
Efecto antihiperglucemiante ensayos in vivo
Agonista PPARy y promotor de GLUT-4
Anillo
Aromatico

Linker:

Farmacoéforo agonistas
PPARY

Figura 8 Moléculas agonistas de PPARYy y farmacoéforo de este receptor.

El farmacdéforo de agonistas PPARYy consta de 4 partes*?:
e Fragmento acido: Tipo tiazolidindiona o acido carboxilico
¢ Anillo aromatico
e Espaciador (Linker): Tipo éter

e Fragmento hidrofobico
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Diseio de Antidiabéticos donadores de o6xido nitrico (NO)
El desarrollo de compuestos bioactivos con actividad multitarget; que muestren
efectos antidiabéticos y que al mismo tiempo sean donadores de éxido nitrico, ha
sido ampliamente investigado (Figura 9). La adicion un fragmento liberador de NO
a farmacos conocidos se ha utilizado con frecuencia como estrategia racional y
versatil, con el fin de enriquecer la propiedad farmacoldgica fundamental de un
determinado farmaco con las propiedades biolégicas adicionales del NO, como los
derivados de glibenclamida GLI3A y GLI3B que fueron de las primeras de
moléculas antidiabéticas donadoras de NO que presentaron el efecto
hipoglucemiante debido a la propiedad ser secretagogos de la insulina, como otros
efectos cardiovasculares garantizados por el NO liberado por el fragmento nitrooxi.*3
Las moléculas REP-1, REP-2, NAT-1 y NAT-2 son hibridos de las meglinitidas,
estos hibridos son compuestos bioactivos que conservan las propiedades
antidiabéticas, debido a su mecanismo de accion al ser secretagogos de insulina;
ademas de tener un fragmento con la capacidad de ser donador de NO.3* Las
moléculas TOL-5, TOL19 y TOL-21 que tienen el fragmento de la tolbutamida
confiriéndole propiedades antidiabéticas al ser secretagogo de insulina y un

fragmento de furoxano que es donador de NO*

cl
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NH | >
V\CL : N N,
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/
// \ REP-2p
GLI3A: R=3-CH,0NO,
GLI3B: R=4-CH,0NO,

NAT-1 m
NAT-2 p

0,

pQo

ONO,
0N02

/\/\ )I\ /\\ TOL-19 R=Ph

TOL-21 R=CN

Figura 9 Moléculas bioactivas con actividad antidiabética y propiedad de ser
donadores de NO.
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Las terapias antidiabéticas se centran principalmente en el control de los niveles de
glucosa en sangre, es por eso que se busca el diseiio de moléculas multitarget
debido a que la diabetes tipo 2 conduce frecuentemente a complicaciones
vasculares y es necesario tratarlas simultdneamente. En este proyecto nos
enfocaremos en incrementar la cantidad de oxido nitrico (NO) biodisponible, esto
debido a que es necesario para la proteccion del endotelio vascular y asi retardar
las complicaciones vasculares.*>4¢ Se usara el farmacoforo de agonistas PPARy y
la parte hidrofébica constara de un fragmento donador de NO, tomando evidencia

de actividad en los ensayos de las moléculas ST3, ST4, YDT-5 y JYL-5 (Figura
1 0)_45-46-47

NH HO
:©\/U\ Ph
HO o
\N
F N /N\ YDT5 /\(4/
ST3:n=4 O k/ N _/N o

ST4 n=5

N/
Actividad donadora de NO in vitro Actividad vasodilatadora y donadora de NO en ensayos in vitro
Actividad antidiabética similar Sitagliptina CF Redujo los niveles de glucosa en ensayos in vivo
3

7 /
o © o (
N N\/
« l\/\o S%N/\O/KOWO/\O/ §T/
O 0 JYL21 9

Molécula hibrida de Rosiglitazona con efectos antidiabéticos fueron mejores que Rosiglitazona en
ensayos in vivo e in vitro; y en ensayos in vitro capacidad de liberar NO

Figura 10 Moléculas con actividad liberadora de NO
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Con base en las evidencias de estas moléculas se decidié proponer un farmacoéforo
para la serie de compuestos LAPS 1-8 (Figura 11) en el cual el fragmento
hidrofébico sera un fragmento donador de 6xido nitrico, proponiendo asi una serie
de compuestos multitarget con actividad antidiabética y proteccion endotelial
mediante la liberacién de NO, por lo que se espera que la serie provea de

candidatos a agentes terapéuticos duales.

Anillo
A ati
du“adm Linker fomatice
= \O\.

'

SERIE A 0
s
MH
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OgN 5
0 n \< 3 LAPSs3  ©
LAPSI4 1 ! .

. . LAPS-SR=H pn=1
L_-’.P&-i Rl= H =1 LAPS-6 R'=0CH, n=1
LAPS-2 R'=0CH; n=l LAPS-TRI=H n=3

LAPS.3 RisH nmd

LAPS4 R'= OCH; n=3 P
OzM

LAPS-8 RI=0CH; n=3

Figura 11 Patron farmacoférico propuesto para la serie de compuestos LAPS 1-8
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7.

Metodologia

La metodologia del proyecto se divide en tres partes:

1)

2)

3)

Parte quimica: La sintesis quimica fue realizada Laboratorio 5 de la Facultad
de Farmacia de la Universidad Autébnoma del Estado de Morelos, bajo la
tutoria del Dr. Gabriel Navarrete Vazquez, comprende el diseiio molecular, la
sintesis quimica, mientras que la caracterizacion molecular por RMN 'H y
13C se llevd a cabo en colaboracion con el Dr. Emmanuel Hernandez Nuiiez
del CINVESTAV-Depto. De Recursos del Mar Mérida.

Parte in silico: El analisis Quimioinformatico se efectud en el Laboratorio 5,
Quimica Farmacéutica, de la Facultad de Farmacia de la Universidad
Auténoma del Estado de Morelos, bajo la tutoria del Dr. Gabriel Navarrete
Vazquez. Se utilizaron diferentes herramientas de portales gratuitos y
algunos de licencia como admetSAR, ACD/ToxSuite y DataWarrior para
determinar los perfiles farmacocinéticos y toxicoldgicos de las series de
compuestos. Se evaluo el perfil farmacodinamico de los compuestos finales
con un acoplamiento molecular inverso con el servidor Dia-DB, y de acuerdo
a los resultados obtenidos se realizé un acoplamiento molecular dirigido con
AutodockVina.

Parte farmacoldgica:

3.1) Determinacion del efecto vasorelajante en un modelo ex vivo de aorta
de rata y ensayo in vivo antihipertensivo con ratas SHR, se realizé en
colaboracion con el Dr. Samuel Estrada Soto y el M.F. Luis Duran Arias de la
Facultad de Farmacia de la UAEM

3.2) Generacion de un modelo murino no insulino dependiente y evaluacion
del efecto antidiabético en modelo no insulino dependiente con un ensayo
aguado para probar la actividad antihiperglicemiante en colaboracion y
tutoria de la M.en F. Yelzyn Galvan Ciprés del Laboratorio 5 Quimica
Farmacéutica, de la Facultad de Farmacia de la Universidad Autonoma del

Estado de Morelos.
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7.1 Parte quimica
7.1.3 Metodologia general para la sintesis de compuestos LAPS 1-8

La ruta de sintesis quimica para la obtencion de las Tiazolidindionas de la serie A

y serie B se esquematiza a continuacion:

A) Para la primera serie se realizaron reacciones de tipo SN2 donde se partio
del 4-hidroxibenzaldehido (9) y el 1,3-dibromopropano (13) para obtener el
precursor monoeter 20. Se hizo otra reaccién con 9 y 1,5-dibromopropano
(14) para obtener el precursor monoeter 22. A partir de la Vainillina (10) se
hizo reaccionar con 1,3-dibromopentano (13) para obtener el precursor 21.
Para obtener el precursor 23 se hizo reaccionar la vainillina con el 1,5-
dibromopentano. Los precursores 20-23 de tipo monobromuro de alquilo se
les realizd6 una reaccion de sustitucion con nitrato de plata en acetonitrilo
como disolvente para obtener los precursores nitrooxialquilo 24-27; en esta
reaccion se utilizd en un sistema cerrado con temperatura y presion
controladas usando el equipo Monowave50 de Anton Paar. Finalmente, para
obtener las Tiazolidindionas se hizo una condensacién de Knoevenagel de
los precursores 24-27 con la tiazolidindiona y benzoato de piperidinio para

tener los compuestos de la serie A: LAPS 1-4. (Esquema 1)
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Esquema 1 Ruta de sintesis de compuestos de la serie A LAPS 1-4

B) Para serie B se realizaron reacciones de tipo SN2 donde se partié del 3-
hidroxibenzaldehido (11) y el 1,3-dibromopropano (13) para obtener el
precursor 28. Se hizo otra reaccion con 11 y 1,5-dibromopropano (14) para
obtener el precursor 30. La isovainillina (12) se hizo reaccionar con 1,3-
dibromopentano (13) para obtener el precursor 29. Para obtener el precursor
31 se hizo reaccionar la isovainillina (12) con el 1,5-dibromopentano (14). A
los precursores 28-31 de tipo monobromuro de alquilo se les realizd una
reaccion con nitrato de plata similar a las anteriores para obtener los
precursores nitrooxialquilo 32-35 usando el equipo Monowave50.
Finalmente, para obtener las Tiazolidindionas se hizo una condensacion de
Knoevenagel de los precursores 32-35 con la tiazolidindiona y benzoato de

piperidinio para tener los compuestos de la serie B LAPS 5-8. (Esquema 2)
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O
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H 0 32.R=H n=1
o 5.R’=H n=1 & 33. R?=OCH; n=1
6. R*=0CH; n=1 34.R’>=H n=3
7.R*=H n=3 35.R>=0CH; n=3
2_ -
o 8. R?=OCH; n=3 o
O,N O,N

Esquema 2 Ruta de sintesis de compuestos de la serie B LAPS 5-8

7.2 Parte in silico
Se utilizaron diferentes herramientas de portales gratuitos y algunos de licencia

adquirida para determinar in silico los perfiles farmacocinéticos y toxicologicos de la
serie de compuestos LAPS 1-8. Se simulé el perfil farmacodinamico de los
compuestos finales con un acoplamiento molecular inverso y acoplamiento

molecular dirigido con estas herramientas quimioinformaticas.

7.2.1 Predictor del Espectro de Actividad Biolégica para Sustancias
(PASS, por sus siglas en inglés Prediction of Activity Spectra for
substances)

PASS es un servidor web gratuito que nos ofrece la prediccion de actividades

biolégicas, http://www.pharmaexpert.ru/passonline/ (Figura 12) Para tener acceso
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a la herramienta es necesario crear un usuario para poder realizar la prediccion con
la estructura del compuesto. El resultado obtenido se basa en el analisis de las
relaciones estructura actividad de la base de datos de este servidor, los cuales son

alrededor de 250 000 e incluyen farmacos, candidatos a farmacos y compuestos

toxicos.*8
Way2Drug ==
N C o
A SS online
Figura 12 Servidor PASS online
7.2.2 AdmetSAR

Herramienta quimio informatica gratuita disponible en la web que nos permite
calcular las probabilidades de las propiedades de absorcion, distribucion,
metabolismo, excrecion y toxicidad (ADMET) de los compuestos. El calculo de estas
propiedades es fundamental para el desarrollo de farmacos y su evaluacion de
riesgos ambientales. Muchos candidatos a medicamentos han sido rechazados en
las etapas de ensayos clinicos debido a las propiedades ADMET, es por eso que
es necesario conocer las propiedades de los compuestos a desarrollar en la etapa
inicial de la investigacion.*?
Este servidor cuenta con una base de datos extraido de publicaciones cientificas a
través de Pubmed y Google Schoolar, para realizar los perfiles ADMET de los

compuestos. http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2 (Figura 13)
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% e A comprehensive source and free tool for evaluating chemical ADMET properties
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Predict Search Advanced Predict

Figura 13 Interfaz del servidor admetSAR

7.2.3 Osiris DataWarrior
Es un programa Quimioinformatico gratuito y publico, para la visualizacion y analisis

de estructuras(Figura 14). Predice propiedades fisicoquimicas y otras propiedades
directamente de la estructura quimica, mediante la introduccion del cédigo SMILE a
la plataforma. Los riesgos de toxicidad se predicen por fragmentos estructurales
recopilados en una base de datos y un algoritmo. Los resultados son visualizados
mediante en una escala de colores de semaforo, los efectos de riesgo se muestran
en rojo y los que estan libres de alertas se muestran en verde, sin embargo, esto no
indica que los compuestos estén libres de alguna alerta toxicologica.*°Este
programa nos da una probabilidad y nos da una pauta del comportamiento de los
compuestos. El programa al ser gratuito se puede descargar en el link:
http://www.openmolecules.org/datawarrior.ntml y posteriormente se tiene que
instalar para ser usado, ademas cuenta con un manual de usuario para facilitar su

uso.

' g H Propery Prediction
3...\ Dﬂtawarrlﬂr A FI'EE TDOI Interactive Visualization

from the makers of

~a W.Dgenmalecules.ng Osiris Property Explorer Cheminformatics

Figura 14 Logo de programa Osiris DataWarrior

7.2.4 ACD/Tox Suite
Es un programa que requiere de licencia para su uso. Este programa nos permite la
prediccion de multiples criterios de toxicidad: bloqueo de canales hERG, inhibicion

de diversas familias del CYP450, toxicidad aguda y DLso (Figura 15). Las
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predicciones que realiza se basan en su base de datos, a la molécula de interés la
comparan mediante un estudio de estructura-actividad (QSAR por sus siglas en
inglés Quantitative Structure-Activity Relationships) Es importante evaluar los
compuestos con estos criterios ya que nos da un panorama de coOmo se podria

comportar el compuesto en una evaluacion in vivo.

ACD/ Tox Suite

Batch Calculations

Predicted Values - Lethal Dose (LD50, mg/kg)
Species/Administration route LD50 (mg/kg) Reliability (RI)

Mouse/Intraperitoneal 630 Moderate(0.54)

1200 Moderate(0.52)

410 Moder:
3400 Moder:

550 Moders
3000

Deeeee ¢

Experimental Values for Similar Structures

Mouse/Intizpeitonesl  Mouse/Oral

: ﬁ@cﬁ@f

0 0 [Tty Al | et et e [
S 7055-53.0
%o [BEw i s s20 gl
Similarity index: 0.72 Similarity index: 0.63 Similarity index: 0.61

Figura 15 Interfaz de ACD/ToxSuite

7.2.5 Cribado virtual inverso con el servidor Dia-DB
Es una herramienta quimio informatica gratuita, que es una base de datos de

farmacos, candidatos a farmacos, moléculas experimentales y proteinas
relacionadas con la diabetes. Este servidor ofrece tres tipos de diferentes
herramientas:

1) Consulta: Tiene una base de datos sobre informacion de medicamentos
aprobados o0 experimentales para el tratamiento de la diabetes.
2) Acoplamiento molecular inverso: Realiza un acoplamiento molecular inverso con
un conjunto de proteinas; 17 involucradas en la diabetes, con el objetivo de
identificar el potencial de los compuestos.
3) Similitud 3D: Similitud de los compuestos consultados con los compuestos

bioactivos presentes en la base de datos DIA-DB.
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La herramienta utilizada fue el cribado virtual inverso, para realizarlo se tiene que
enviar la molécula con el codigo SMILES o dibujar la estructura en el servidor y
posteriormente afadir una direccion de correo electrénico para que los resultados
sean notificados mediante una liga de enlace donde se mostraran los resultados del
acoplamiento inverso en una tabla en un orden ascendente con la afinidad de enlace

del acoplamiento. http://bio-hpc.ucam.edu/dia-db/

Dia-

Figura 16 Logo del servidor Dia-DB

7.2.5 Acoplamiento molecular dirigido con MOE
El acoplamiento molecular dirigido nos permite buscar una conformacion y posicion

del ligando en el sitio activo de la diana y permitir conocer interacciones que efectua
la molécula con los aminoacidos del blanco farmacoloégico. Para realizar este
proceso automatizado se utilizé el programa MOE, por sus siglas en ingles
Molecular Operating Environment (Figura 17), que permite realizar el estudio de
acoplamiento molecular entre la proteina y un ligando especifico. Para poder utilizar
este programa es necesario comprar la licencia con la cual se cuenta en Laboratorio

5 de Quimica Farmacéutica.
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7.3 Parte farmacolégica

7.3.1 Analisis de consenso farmacolégico para la selecciéon de un
candidato computacional (hit)
Para poder elegir la prioridad de evaluacién de la serie de compuestos en un modelo

in vivo se realizd un analisis de consenso farmacolégico, el cual consiste en evaluar
y tabular diferentes predicciones para comparar y elegir la a los compuestos mas

seguros. Los parametros para este analisis comprenden:

e Predicciones farmacodinamicas (PASSonline, DIA-DB y acoplamiento
molecular refinado)
¢ Predicciones farmacocinéticas (Molinspiration y admetSAR)

e Predicciones toxicolégicas (admetSAR, Osiris DataWarrior,y ACD/ToxSuite)

7.3.2 Ensayos ex vivo: Determinacion del efecto vasorrelajante
mediante un ensayo ex vivo de tejido aislado de aorta de rata
e Obtencion de aorta toracica de rata

Para la obtencién de los segmentos de aorta, las ratas fueron sacrificados en una
camara de éter etilico, posteriormente, se realizé la diseccidn abdominal para
extraer la aorta toracica, la cual se limpié de manera cuidadosa de tejido conectivo,
con el fin de evitar dano al tejido muscular y endotelial, una vez limpia la aorta fue
cortada en segmentos de 3-5 mm de longitud. Por otro lado, para los segmentos de

aorta que se empled libre de endotelio este fue retirado de manera mecanica.

e Sistema de determinacién del efecto vasorrelajante, registro de datos

Para determinar el efecto vasorrelajante, los anillos previamente cortados y limpios
se colocaron en 10 mL de solucién de Ringer-Krebs [(NaCl (118 mM), glucosa (11.4
mM), NaHCOs3 (25 mM), KCI (4.7 mM), MgSO4 (1.2 mM), KH2PO4 (1.2 mM), EDTA
(0.026 mM), CaClz (2.5 mM)], a pH 7.4 y con un burbujeo constante de una mezcla

gaseosa 02/COz2 (95:5%), la solucion se mantuvo a 37°C, con un bafio recirculador.

Cada anillo se colocé en la camara de incubacién unida, por un lado, con ayuda de

un gancho al extremo de la camara y, por otro lado, a un transductor de fuerza
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Grass-FT03 (Astromed, West Warwick, RI, EE. UU.) conectados a un Analizador
MP100 (Biopac Instruments, Santa Barbara, CA, EE. UU (Figura 18)

Figura 18 Sistema de determinacion del efecto vasorrelajante. A: Camara de
incubacion en condiciones fisiolégicas, B: Transductor de fuerza Grass modelo FT
03. 51

e Evaluacion del efecto vasorrelajante.

Los anillos fueron sometidos a una tension basal inicial de 3 gramos de fuerza y se
dejé un periodo de estabilizaciéon aproximado de 30 minutos. Posteriormente, el
tejido fue sensibilizado durante 15 minutos con NA 0.1 uM a intervalos de 30 minutos
(por triplicado). Después de cada estimulacion el tejido fue lavado con solucion de
Krebs, para recuperar el nivel basal de la tension. Por otro lado, para los tejidos que
requirieron la presencia y ausencia de endotelio, se verific6 mediante la adicion de
carbacol 1 pM, antes del ultimo lavado en la tercera contraccion. El tejido
previamente sensibilizado con y sin endotelio segun el caso, fue puesto en contacto
con las diferentes concentraciones de las muestras de prueba obtenidas por
prioridad para su evaluacién mediante el Analisis de consenso farmacolégico LAPS-
2, LAPS-5, LAPS-6, y LAPS-7 de forma acumulativa en 74 de logaritmo (Figura 19)
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Figura 19 Proceso preparacion del experimento para la evaluacion del efecto
vasorrelajante en anillos de aorta de rata contraidos con NA 0.1 yM

Se obtuvieron curvas concentracion-respuesta para cada anillo. Se determiné la
accion relajante de las muestras de prueba comparando la contraccidon muscular
antes y después de la adicion de las muestras de prueba, para esto se utilizé el
programa AcgKnowledge (BIOPAC, INC, USA).

Se utilizé como control positivo en presencia de endotelio, carbacol, un agonista
muscarinico que activa al receptor de acetilcolina del sistema nervioso
parasimpatico y para la ausencia de endotelio se empled nifedipina un bloqueador
de canales de calcio. El vehiculo para las muestras de prueba fue DMSO (cuyo

efecto sobre el tejido no es significativo a concentraciones maximas del 10%)%?

7.3.4 Evaluacion del efecto antidiabético en modelo no insulino
dependiente:
Para generar modelo de diabetes no insulino dependiente se usaron ratones macho

CD1, fueron puestos en ayuno 10 horas y se les administré una dosis de 30mg/kg
de peso de nicotinamida via intraperitonial (IP),15 minutos después de la
administracion, una dosis de 30mg/kg de peso de estreptozotocina disuelta en un
buffer de citratos (acido citrico-citrato de sodio) pH 4.5. Se dejo transcurrir una
semana, se pusieron en ayuno los ratones 6 horas y se monitorearon los niveles de
glucosa mediante una puncion en la cola y con ayuda de un glucometro portatil.
Para poder dar por hecho que el modelo fue inducido con éxito; los niveles de

glucosa en ayuno deben ser mayor 150 mg/dL.53-%4
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Para la valuacion del efecto antidiabético en un modelo agudo se utilizaron los
ratones inducidos con éxito. El grupo de ratones se mantuvo en ayuno por 10 horas
y fueron monitoreados sus niveles de glucosa al tiempo cero. Los ratones
diabetizados se dividieron en 3 grupos:

1. Control: Se administré por via oral Tween 80 al 10%.

2. Glibenclamida: Se administré por via oral una dosis de 20 mg/kg.

3. Compuesto candidato de la serie LAPS 1-8: Se administré por via oral una

dosis de 100mg/kg el compuesto elegido por prioridad mediante el analisis

de consenso farmacolégico

Se hizo un monitoreo de la medicion de los niveles de glucosa en sangre realizando
una puncion en la cola de cada ratén a las horas 0, 1, 3, 5y 7 con la ayuda de un

glucémetro portatil.

7.3.5 Ensayo in vivo antihipertensivo
Se usaron ratas SHR (modelo de ratas espontaneamente hipertensas), se registré

el peso de la rata, su presion sistélica y diastélica y su frecuencia cardiaca en el
tiempo inicial. Se obtuvieron las presiones basales con ayuda de un Sistema no
invasivo de analisis de presion arterial NI BP® acoplado a un sistema de
calentamiento LE 5640/6® (BIOPAC® Data Adquisition Systems, USA). Se
realizaran las mediciones por triplicado para cada uno de los animales durante el
experimento. Se utilizaran dos grupos: control positivo (Losartan) y el compuesto
candidato de la serie LAPS 1-8, estos grupos en una dosis de 50mg/kg-100 mg/kg
en una administracion unica por Via oral utilizando como vehiculo agua destilada y
Tween 80 al 10%. Se tomara la presion a 1, 3, 5y 7 horas de administracién unica.
Posteriormente se hara el porcentaje de variacidn de este parametro con respecto
al valor inicial y un analisis estadistico de los datos mediante un analisis de varianza

(ANOVA de dos vias) comparando contra el grupo blanco.%®
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8. Resultados y discusién

8.1 Parte quimica
Se sintetizaron 24 compuestos en total, siendo 16 precursores y 8 compuestos

finales serie A (LAPS 1-4) y serie B (LAPS 5-8), cuyas rutas de sintesis se describen

a continuacion:

8.1.2 Sintesis de precursores y compuestos finales de la serie A LAPS 1-4
8.1.2.1 Método general de sintesis de los precursores LAPS 20-23
o

H 3eq H
1.5 eq K,CO4
+ Br/\(\/)n/\Br - >
R2 CH;CN Br/\(\/)n/\o
9-10 13-14 N, T.A
1 1
. s R o 20.R'=H n=1 R
9. R'=H R°=OH (4-hidroxibenzaldehido) 13.n=1 1,3-dibromopropano 21. R'=0CH; n=1 LAPS 20-23
10. R'= OCH; R?*= OH (Vainillina) 14.n=3 1,5-dibromopentano 22 R=H n¥3

23.R'=0OCH; n=3
Esquema 3 Ruta de sintesis de los precursores LAPS 20-23
En un matraz bola de 25mL de una boca acoplado con un embudo de adicién por
presiones igualadas y agitacidn magnética, se afiadié un equivalente del aldehido
correspondiente (4-hidroxibenzaldehido o Vainillina) disuelto en 2mL de acetonitrilo
y 1.5 equivalentes de carbonato de potasio manteniéndose en agitacion por 45
minutos. Por otro lado, en el embudo se adicionaron 5mL de acetonitrilo con 3
equivalentes del halogenuro de alquilo correspondiente (1,3-dibromopropano o 1,5-
dibromopentano), posterior a los 45 minutos se inicio la adicion gota a gota.
Terminada la adicion se cambid el embudo por una columna Vigreaux para montar
las condiciones de ambiente de nitrégeno. Los precursores de obtuvieron en
tiempos de reaccién de 9 a 11 horas. Posteriormente se rotaevaporo el disolvente
obteniendo los precursores en estado liquidos, se les hizo una extraccién con
acetato de etilo/agua con exceso de carbonato de calcio. Los precursores LAPS 20-
23 e se obtuvieron en estado liquido se decidié almacenarlos en viales ambar y en
el congelador. Para comprobar que realmente se habia obtenido los compuestos
esperados se mandaron a pruebas de RMN 'H, '3C y masas por EM-IE, en la parte
de anexos se describen las sefiales obtenidas para cada precursor y su metodologia

de cada precursor.
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8.1.2.2 Método general de sintesis de los precursores nitrooxialquilo LAPS
24-27

o] o
H H
1.5 eq AgNO; O,N ~ /\/\
Br/\(\/)n/\o > o ( ) o
CH;CN seco n
1 R’ 110°C Monowave50 R’
20n o0 LAPS 20-23 24.RI=H n=1
21. R'=OCH; n=1 - 25. R'=0CH; n=1 LAPS 24-27
s .
22.R'=H n=3 26. R1=H n=3

1_—, —
23.R'=OCH; n=3 27.R'= OCHj; n=3

Esquema 4 Ruta de sintesis de precursores LAPS 24-27

Para la sintesis de precursores nitrooxialquilo se utilizé el equipo Monowave50, que
es un aparato que permite realizar reacciones en condiciones en un sistema cerrado
con temperatura y presion controladas, optimizando la obtencion de los precursores
en tiempos menores. En el reactor de vidrio del aparato se puso el precursor
correspondiente (LAPS 24-27) en 2mL de acetonitrilo seco y se adicionaron los 1.5
equivalentes de nitrato de plata. Se cerré el reactor con el tapén y capa de teflén
especial para el aparato para el sistema sellado. Se corrieron 5 ciclos de 2 minutos
para alcanzar una temperatura de 110°C y 5 mbar de presién, obteniendo en 10
minutos (5 ciclos) los precursores, los cuales se obtuvieron en estados fisicos tipo
liquidos. Estos precursores se purificaron mediante cromatografia en columna
utilizando los sistemas de elucion gradualmente Hexano:Acetato 90:10,
Hexano:Acetato 80:20, Hexano:Acetato 70:30. En la parte de anexos se describen

su metodologia de cada precursor.
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8.1.3 Método general de sintesis de los compuestos finales LAPS 1-4
o

(o]
LAPS 24-27 H 03eq O AN
©)(OH NH
O-N + NH R OZN\ /\(\/)/\ S
\0/\(\/){\0 S Tolueno 100 °C (o] n (o]
b O LAPS14 g1 °
I_H n=

24. R1 H n=1 o N 1.R'=H n=1

25. Rl—OCH3 n=1 0.3 eq 2. R'=OCH; n=1

26.R'=H n=3 Trampa Dean-stark 3.R'=H n=3

1_ —
27.R'=0OCH; n=3 4.R'= OCH; n=3

Esquema 5 Ruta de sintesis de los compuestos finales LAPS 1-4
En un matraz de 25ml de una boca, acoplado con agitacion magnética, parrilla de
calentamiento con bafio de aceite, trampa de Dean-Stark y refrigerante en posicion
de reflujo se anadio 1 equivalente del precursor (LAPS 24-27) disuelto en 1mL de
tolueno seco, se adiciond 1 equivalente de la 2,4-tiazolidindiona, 0.3 equivalentes
de acido benzoico y 0.3 equivalentes de piperidina. Una vez concluida la adicion se
llevé a calentamiento hasta alcanzar los 100°C durante 4 horas. Posteriormente se
rotaevaporoé el disolvente y se obtuvieron desde productos sdlidos hasta resinas,
cada compuesto se purificé de acuerdo al estado fisico que presentaron, en los

anexos se describe la metodologia de purificacion de cada compuesto.

48



=

8.1.3 Sintesis de precursores y compuestos finales de la serie A LAPS 5-8

8.1.3.1 Método general de sintesis de los precursores LAPS 28-31

(o}
(o}

3
” e 1.5 eq K,CO4 H
+ B X e —————
CH,;CN
RZ
R2 N, TA
11-12 13-14 0o 28.R>=H n=1
R 29. R2=0CHj n=1
11. R'=0OH R*=H (3-hidroxibenzaldehido) 13.n=1 1,3-dibromopropano & 30.R?>=H n=3
12.R'=0OH R2=OCH3 (Isovainillina) 14. n=3 1,5-dibromopentano 31. R2=OCH3 n=3

LAPS 28-31
Br

Esquema 6 Ruta de sintesis de los precursores LAPS 28-31
En un matraz bola de 25ml de una boca acoplado con un embudo de adicién por
presiones igualadas y agitacion magnética, se afnadié un equivalente del aldehido
correspondiente (3-hidroxibenzaldehido o Isovainillina) disuelto en 2mL de
acetonitrilo y 1.5 equivalentes de carbonato de potasio manteniéndose en agitacion
por 45 minutos. Por otro lado, en el embudo se adicionaron 5mL de acetonitrilo con
3 equivalentes del halogenuro de alquilo correspondiente (1,3-dibromopropano o
1,5-dibromopentano), posterior a los 45 minutos se inicio la adiciéon gota a gota.
Terminada la adicién se cambid el embudo por una columna Vigreaux para montar
las condiciones de ambiente de nitrégeno. Los precursores de obtuvieron en
tiempos de reaccidon de 14 a 15 horas. Posteriormente se rotaevaporo el disolvente
obteniendo los precursores en estado liquidos, se les hizo una extraccion con
acetato de etilo/agua con un exceso de carbonato de calcio. Los precursores LAPS
28-31 e se obtuvieron en estado liquido se decidié almacenarlos en viales ambar y
en el congelador. Para comprobar que realmente se habia obtenido los compuestos
esperados se mandaron a pruebas de RMN 'H, 3C y masas por EM-IE, en la parte
de anexos se describen las sefales obtenidas para cada precursor y su

metodologia.
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8.1.3.2 Método general de sintesis de los precursores nitrooxialquilo LAPS
32-35

0 (o)
H H
1.5eq AgNO;
2 2
R CH;CN seco R
lo) 110°C Monowave50 o
28.R>=H n=1 NV
S 20, R?’=0CH; n=1 & . 2— n=
30.R>=H n=3 33. R>=0CHj; n=1
. iy s
31.R’=0CH; n=3 34. R2 H n=3
Br ) 35. R*=0CH; n=3
e
LAPS 28-31 O:N LAPS 32-35

Esquema 7 Ruta de sintesis de los precursores LAPS 32-35

Para la sintesis de precursores nitrooxialquilo se utilizé el equipo Monowave50, de
forma silmilar que en los anteriores experimentos, optimizando la obtenciéon de los
precursores en tiempos menores. En el reactor de vidrio del aparato se puso el
precursor correspondiente (LAPS 32-35) en 2mL de acetonitrilo seco y se
adicionaron los 1.5 equivalentes de nitrato de plata. Se cerr6 el reactor con el tapén
y capa de teflébn especial para el aparato para el sistema sellado. Se corrieron 5
ciclos de 2 minutos para alcanzar una temperatura de 110°C y 5mbar de presion.
Obteniendo en 10 minutos (5 ciclos) los precursores, los cuales se obtuvieron en
estados fisicos tipo liquidos, estos precursores se purificaron mediante
cromatografia en columna utilizando los sistemas de elucion gradualmente
Hexano:Acetato 90:10, Hexano:Acetato 80:20, Hexano:Acetato 70:30. En la parte

de anexos se describen su metodologia de cada precursor.
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8.1.3.3 Método general de sintesis de los compuestos finales LAPS 5-8

0.3 eq «
NH 4>
Tolueno 100°C

LAPS 5-8

N

LAPS 32-35 ° H N > Ri_“ -
0.3 eq 6. R“=OCHj; n=1
32.R>=H n=1 Trampa Dean-stark 7.R*=H n=3
o 33. R?=0CH; n=1 0 8. R’=0CH; n=3
OzN/ 34.R>=H n=3 02N/

35.R?=0CH; n=3

Esquema 8 Ruta de sintesis de los compuestos finales LAPS 5-8

En un matraz de 25ml de una boca, acoplado con agitacion magnética, parrilla de
calentamiento con bafo de aceite, trampa de Dean-Stark y refrigerante en posiciéon
de reflujo se anadié 1 equivalente del precursor (LAPS 32-35) disuelto en 1ml de
Tolueno seco, se adiciono 1 equivalente de la 2,4-tiazolidindiona, 0.3 equivalentes
de acido benzoico y 0.3 equivalentes de piperidina. Una vez concluida la adicion se
llevod a calentamiento hasta alcanzar los 100°C durante 4 horas. Posteriormente de
rotaevaporo el disolvente y se obtuvieron desde productos sélidos hasta resinas,
cada compuesto se purifico de acuerdo al estado fisico que presentaron, en los

anexos se describen la metodologia de purificacién de cada compuesto.
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Tabla 7 Resultados de la sintesis de los compuestos finales LAPS 1-8

Compuesto Peso molecular Rendimiento Estado fisico Punto de fusién °C
g/mol aisl!/ado
LAPS-1 324.3 15.0% Saolido café claro 151.3-153.9
LAPS-2 354.3 20.1% Solido amarillo 172.6-175.5
LAPS-3 352.3 40.5% Soélido café 121.5-124.7|
LAPS-4 382.3 19.8% Sélido amarillo 124.6-129.1
LAPS-5 324.3 11.3% Sdlido beige 105.9-108.2
LAPS-6 354.3 38.8% Solido amarrillo 123.1-126.4
LAPS-7 352.3 32.7% Solido café 119.9-123.5
LAPS-8 382.3 7.0% Solido amarrillo 129.9-132.1

8.1.4 Caracterizacion estructural de los compuestos finales LAPS 1-8
Tras haber sintetizado y purificado los compuestos LAPS 1-8 estos fueron

caracterizados mediante Resonancia magnética nuclear de 'H y C vy
espectrometria de masas. A continuacion, se describen los espectros de LAPS-6

que fue el compuesto que se priorizo en los ensayos bioldgicos.
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Asignacion de los acoplamientos 'H y '3C del compuesto LAPS-6

Espectro de resonancia magnética nuclear de protén 'H de LAPS-6
En la Figura 20 se muestra el espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSQOgs) en la

region de Sppm a 2ppm del compuesto LAPS-6
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Figura 20 Espectro de RMN "H (400 MHz, DMSQgs) de 5ppm a 2ppm del compuesto LAPS-6

En la Figura 20 se observa el espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSOQus) en la regién
de 5ppm a 2ppm del compuesto LAPS-6. En 2.2 ppm se observa una sefial que
integra para dos protones y corresponde los hidrogenos de la posicién 2 de la
cadena alquilica, en 3.85ppm se muestra una sefial doble que integra para dos
protones y corresponde a los hidrogenos del metileno de la posicion 3 de la cadena
y son desplazados por su cercania con el oxigeno, en 4.16ppm se tiene una sefal
que integra para tres protones que es un singulete caracteristico de los CHs y este
corresponde al metoxilo de la posicidn 8, en 4.71ppm se tiene una sefal que integra
para dos protones y corresponde a los de la posicion 1 que son desplazados por su

cercania con el nitro-éster.
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En la Figura 21 se muestra el espectro de RMN "H (400 MHz, DMSQus) en la regién
de 9ppm a 6ppm del compuesto LAPS-6.
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Figura 21 Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSQgs) de 9ppm a 6ppm del compuesto LAPS-6.

En 7.00ppm se muestra una sefal que integra para un proton y corresponde al de
la posicion 6 del anillo aromatico, en 7.23ppm se observa una sefial que integra
para un proton y corresponde al de la posicién 5 del anillo aromatico, en 7.75ppm
se tiene una sefal que integra para un protdn y corresponde al proton vinilico de
la posicion 4 del enlace entre el anillo y la TZD, en 7.99ppm se tiene una seial que

integra para un protdn y corresponde al de la posicion 3’ del anillo aromatico.
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Espectro de resonancia magnética nuclear de protéon 3C de LAPS-6
En la Figura 22 se muestra el espectro de RMN "3C (150 MHz, DMSOQus) en la
region de 80ppm a 10ppm del compuesto LAPS-6
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Figura 22 Espectro de RMN "3C (150 MHz, DMSOus) de 80ppm a 10ppm del compuesto LAPS-6

En la Figura 22 se observan las sefiales de los carbonos alifaticos, en 26.2 ppm se
tiene una sefial que corresponde al C-2 de la cadena alifatica, en 35.8 ppm una
sefal alargada caracteristica de los metilos y corresponde al C-8 que es un metoxilo,
en esta parte se observa la sefial del DMSO con su patron de desdoblamiento
caracteristico. En 64.9 ppm se muestra una sefial que corresponde al C-3 de la
cadena alifatica y que aparece en este rango debido a que es desplazado por su
cercania con el oxigeno del éter, finalmente en 70.8 ppm se tiene una sefial que
corresponde al C-1 que esta mas desplazado por su cercania con el oxigeno del

nitroso-éster.
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Figura 23 Espectro de RMN '3C (150 MHz, DMSOus) de 174ppm a 110ppm del compuesto LAPS-6

En la Figura 23 se observa el espectro de RMN 3C (150 MHz, DMSOgs) del
compuesto LAPS-6 en la region que va de 175 ppm a 110ppm. En 112.4 ppm se
tiene la sefial de C-6’ y a 114.9 ppm la senal de C-3’ que aparecen en la regién de
los carbonos correspondientes al anillo de benceno. En 124.1 ppm se tiene una
sefal que corresponde a C-5 que es el carbono cuaternario del anillo de
tiazolidindiona. En 128.7ppm se tiene una sefal que corresponde al C-5’ del anillo
aromatico. En 147.0 ppm se tiene una sefal pequefa que es caracteristica de los
carbonos cuaternarios y que corresponde a C-4’ del anillo, en 147.8 ppm una sefial
que corresponde al C-4 del enlace entre el anillo aromatico y la TZD. En 149.1 ppm
una sefal pequefia caracteristica de carbono cuaternario correspondiente al C-1’
del anillo aromatico y aparece hasta este rango debido a que es desplazada por su
cercania con el oxigeno, al igual que la sefal de 151.1 ppm corresponde al C-2’
también es carbono cuaternario y es desplazado por el sustituyente. En 173.8ppm
y 173.1 ppm se tiene las sefales de los carbonilos C-6 y C-7 del anillo. Se obtuvieron

14 sefales de carbono que son las esperadas para el compuesto LAPS-6.
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Espectro de masas (EM-IE) del compuesto LAPS-6
En la Figura 8 se tiene el espectro de masas (IE) del compuesto LAPS-6, se tiene

el M* en 354.9 m/z con una abundancia relativa de <1%. En 105m/z se tiene el pico
base con una abundancia relativa del 100% que corresponde al fragmento de los

carbonos con el nitro-éster resultante de la ruptura del enlace éter.
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Figura 24 Espectro de masas (EM-IE) del compuesto LAPS-6
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Asignacion de los desplazamientos 'H y '3C de los compuestos LAPS 1-8

Tabla 8 Desplazamientos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de 'H
para LAPS-1

1 3
O,N
~SA” NN
O O 4
2
LAPS-1
H
Posicién 5 (ppm)
J (Hz)
1 4.19 (dd, 2H)
2 2.35(m, 1H)
3 3.95 (dd, 2H)
4 7.26 (s, 1H)
5
6
7
1’
2 7.45 (d, 2H, J=8.0Hz)
3 7.00 (d, 2H, J=8.0Hz)
4’
5 7.00 (d, 2H, J=8.0Hz)
6’ 7.45 (d, 2H, J=8.0Hz)
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Tabla 9 Desplazamientos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de 'H y

13C para LAPS-2

Posicion

O~NOOOAADRLWN-

1’

3’
4
5’
6’

LAPS-2
H
3 (ppm)

4.15 (t, 2H)
2.26 (m,2H)
3.65 (t, 2H)
7.74 (s, 1H)

3.82 (s,3H)

7.20 (d, 3H)

7.20 (d, 3H)
7.20 (d, 3H)
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13G
8 (ppm)

66.1

31.7

66.1

132.0
120.6
167.9
167.3
55.6

125.9
113.2
149.1
149.7
113.6
123.6
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Tabla 10 Desplazamientos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de '"H'y
13C para LAPS-3

0N AN
(0) 0" 4
2 4
LAPS-3

1H 13C

Posicién 5 (ppm) S (ppm)
J (Hz)

1 4.04 (t, 2H) 73.7

2 1.86-1-53 (m, 6H) 27.6

3 1.86-1-53 (m, 6H) 24.19

4 1.86-1-53 (m, 6H) 31.8

5 3.55 (t, 2H) 67.6
6 7.73 (s, 1H) 120.45

7 116.2

8 167.8

9 168.0

1’ 125.4
2’ 7.54 (d, 1H, J=8.7Hz) 132.0
3 7.08 (d, 1H, J=8.7H) 115.3
4 160.3
5’ 6.91 (d, 1H, J=8.6Hz) 115.3
6’ 7.45 (d, 1H, J=8.7Hz) 132.0
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Tabla 11 Desplazamientos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de 'H'y
13C para LAPS-4

1H 13C
Posicion 5 (ppm) S (ppm)
1 4.0 (t,2H) 68.6
2 1.95-1.64(m, 6H) 323
3 1.95-1.64(m, 6H) 28.1
4 1.95-1.64(m, 6H) 24.1
5 3.44 (t,2H) 33.4
6 7.26 (s, 1H) 149.6
7 134.6
8 167 .4
9 167.0
10 3.91 (s, 3H) 55.99
1 150.9
2 6.99 (s, 1H) 112.8
3 125.7
4 119.3
5 7.11 (d,1H, J=9 Hz) 112.5
6’ 6.94 (d, 1H, J=8 Hz) 124.8
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Tabla 12 Desplazamientos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de 'H'y
13C para LAPS-5.

1 2
(0)
O,N”
LAPS-5
1H 1SC
Posicion 8 (ppm) 8 (ppm)
1 4.1 (t 2H) 68.3
2 2.2 (m, 2H) 31.6
3 3.6 (t, 2H) 65.5
4 7.7 (s, 1H) 130.4
5 123.8
6 167.7
7 167.1
1 134.4
2’ 7.18 (d, 1H) 116.8
3’ 158.7
4 7.09 (dd, 1H) 115.7
5’ 7.45 (t, 2H) 131.6
6’ 7.45 (t, 2H) 122.0
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Tabla 13 Desplazamientos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de '"H'y
13C para LAPS-6

1 2
OZN’O
LAPS-6
1H 13C
Posicion 8 (ppm) 3 (ppm)
1 4.7 (t, 3H) 70.8
2 2.2 (m, 2H) 26.2
3 3.8 (dd, 2H) 64.9
4 7.7 (s, 3H) 147.8
5 124.1
6 173.8
7 173.1
8 4.16 (s,3H) 35.8
1’ 149.1
2’ 151.1
3 7.99 (d, 1H) 114.9
& 147.0
5’ 7.23-7.16 (dd, 1H, J=8.4Hz) 128.7
6’ 7.00-6.98 (m, 1H, J=10Hz) 112.4
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Tabla 14 Desplazamientos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de 'H'y
13C para LAPS-7

LAPS-7
1H 13C
Posicion 8 (ppm) 5 (ppm)
1 4.00 (t, 2H) 67.3
2 1.95-1.64 (m, 6H) 27.8
3 1.95-1.64 (m, 6H) 24.5
4 1.95-1.64 (m, 6H) 31.9
5 3.45 (t,2H) 33.2
6 7.73 (s, 1H) 158.9
7 129.7
8 167.3
9 167.8
1 132.1
2 7.41 (s, 1H) 115.0
3 134.1
& 7.36 (t,1H, J=8Hz) 115.0
5 7.08 (d, 1H, J=8Hz) 122.1
6 6.99 (dd, 1H J=2Hz) 116.3
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Tabla 15 Desplazamientos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de 'H'y
13C para LAPS-8

13C
Posicion 8 (ppm) 8 (ppm)
J (Hz)
1 4.02 (t, 2H) 68.1
2 1.90-1.15 (m,2H) 31.9
3 1.90-1.15 (m,2H) 24.3
4 1.90-1.15 (m,2H) 27.6
5 3.58 (t, 2H) 55.7
7 7.72 (s, 1H) 148.0
8 3.84 (s,1H) 35.0
1’ 150.8
2’ 7.20 (s, 1H) 112.2
3 150.8
& 7.18 (d, 1H,J=8.3Hz) 114.4
5’ 7.14 (d, 1H, J=8.5Hz) 123.6
6’ 131.6
9 125.8
10 168.3
11 181.1
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8.2 Parte in silico
8.2.1 Predictor del Espectro de Actividad Biologica para Sustancias

(PASS, por sus siglas en inglés Prediction of Activity Spectra for
substances)

Los porcentajes de probabilidad que el servidor nos arroja son dados de acuerdo a
una comparacion de la estructura de las moléculas con la base de datos del
servidor, utilizando una probabilidad de tipo Bayesiana.

Tabla 1 Resultados de la prediccion de porcentajes de probabilidad de actividad de
inactividad de la serie A de compuestos LAPS 1-4 Pa=Probabilidad de actividad
Pi=Probabilidad de Inactividad

Actividad LAPS-1 LAPS-2 LAPS-3 LAPS-4
SERIE A

Pa pi Pa | Pi Pa | Pi Pa | Pi

Antidiabético 67% 0.7% [ 60% | 01% | 63% [ 0.1% | 55% | 0.1%

Agonista 27% 0.5% | 22% | 0.6% | 22% | 0.6% | 17% | 0.8%
PPARs
Agonista 37% 04% | 32% | 05% | 32% | 0.5% | 27% | 0.6%
PPARYy

Donador  de | 33% 0.1% | 26% | 01% | 32% | 0.1% | 25% | 0.1%

oxido nitrico

Vasodilatador 44% 0.2% | 51% [ 0.2% | 43% | 0.1% | 49% | 0.2%

Vasoprotector | 43% 06% |(41% | 0.6% | 52% | 0.3% | 50% | 0.3%
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Tabla 2 Resultados de la prediccion de porcentajes de probabilidad de actividad

de inactividad de la serie B de compuestos LAPS 5-8 Pa=Probabilidad de

actividad Pi=Probabilidad de Inactividad

Actividad LAPS-5 LAPS-6 LAPS-7 LAPS-8

Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi
Antidiabético | 63% 0.1% 56% 0.1% 62% 0.1% 55% 0.1%
Agonista 32% 0.5% 17% 0.8% 22% 0.7% 17% 0.8%
PPARs
Agonista 9% 0.6% 28% 0.6% 31% 0.5% 27% 0.1%
PPARYy
Donador de| 30% 0.1% 26% 0.1% 29% 0.1% 25% 0.1%
oOxido nitrico
\Vasodilatador| 43% 0.3% 48% 0.2% 44% 0.2% | 49% 0.2%
\Vasoprotector] 48% | 0.4% | 48% 0.4% | 50% 0.3% | 50% 0.3%

De acuerdo a los resultados obtenidos (Tabla 1 y Tabla 2) del servidor PASS, la

serie de compuestos LAPS 1-8 tiene probabilidades muy altas de comportarse

como antidiabéticos, vasodilatadores, y vasoprotectores. Ademas, presentaron

probabilidades medias de ser Agonistas de los receptores PPAR en especial de

PPARYy y de ser donadores de oxido nitrico. Con estas predicciones y con base en

el disefio molecular se espera que los compuestos tengan la actividad biolégica

propuesta.
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8.2.2 Prediccién de las propiedades farmacocinética con el servidor
AdmetSAR

En este servidor podemos evaluar las probabilidades de parametros de
farmacocinética, asi como también de toxicidad. Para realizar estas probabilidades
el servidor lo lleva a cabo mediante un estudio de relacion estructura-actividad
(SAR) contra la cantidad de los compuestos que tienen descritos en su base de
datos.

Tabla 3 Predicciones de absorcion, metabolismo y toxicidad de la serie de

compuestos LAPS 1-8

Propiedad Valor / Probabilidad
ADMET

LAPS-1 LAPS-2 LAPS-3 LAPS-4 LAPS-5 LAPS-6 LAPS-7 LAPS-8

ABSORCION

Absorcion (+) +) (+) +) (+) +) (+) +)
intestinal humana | 0.9707 | 0.9707 | 0.9707 | 0.9707 | 0.9707 | 0.9707 | 0.9707 | 0.9707

Absorcion  oral | (+) +) (+) +) (+) (*+) (+) +)
humana 0.7714 | 0.7714 | 0.6857 | 0.6857 | 0.6714 | 0.7571 | 0.6143 | 0.7000
METABOLISMO

Sustrato de [ () ) () () ) ) ) )
glicoproteina-P 0.8815 | 0.6404 | 0.8732 | 0.6315 | 0.8308 | 0.6439 | 0.8162 | 0.6264
Inhibidor de | () ) () () ) ) ) )
glicoproteina-P 0.8704 | 0.8445 | 0.6156 | 0.5148 | 0.8047 | 0.6829 | 0.6004 | 0.5603
Sustrato CYP3A4 | (+) *) (+) *) (+) +) (+) *)

0.6194 | 0.6429 | 0.6284 | 0.6463 | 0.6394 | 0.6377 | 0.6478 | 0.6460

Sustrato CYP2C9 [ () () () () () () () ()
0.8038 | 0.8038 | 0.8038 | 0.8038 | 0.8038 | 0.8038 | 0.8030 | 0.8038

Sustrato CYP2D6 | () () () () () () () ()
0.8446 | 0.8446 | 0.8446 | 0.8446 | 0.8446 | 0.8446 | 0.8446 | 0.8446

TOXICIDAD
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Carcinogenicidad | (-) () () () () () () ()
0.8109 | 0.8109 | 0.8109 | 0.8109 | 0.8109 | 0.8109 | 0.8109 | 0.8109

Mutagenicidad (+) *) (+) +) (+) +) (+) *)
(AMES) 0.5800 | 0.5600 | 0.5300 | 0.5300 | 0.5500 | 0.5700 | 0.5200 | 5400

En la Tabla 3 se muestran los resultados de absorcion de la serie de compuestos
LAPS 1-8, los cuales tienen buenas probabilidades de presentar absorcion por la
via oral y absorcion intestinal de acuerdo a estas estimaciones. En cuanto a las
predicciones de metabolismo, los compuestos tuvieron buenas probabilidades de
no ser sustratos ni inhibidores de glicoproteina P, que es una bomba de eflujo de
farmacos, por lo que con estas predicciones se espera que no presenten problema
de resistencia a farmacos por la glicoproteina P. En cuanto a la probabilidad de ser
sustratos de alguna isoforma del CYP450, los compuestos tuvieron una probabilidad
media de ser metabolizados por el CYP3A4 que es la isoforma mas abundante de
esta familia y la encargada de biotransformar a la mayoria de los farmacos, por lo
que se realizaran ensayos in sillico posteriores con otros servidores
quimioinformaticos para evaluar y corroborar este parametro. En las predicciones
de Toxicidad los compuestos tuvieron altas probabilidades de no ser
carcinogénicos, sin embargo, presentaron una alerta media de ser mutagénicos en
la prueba de AMES, esto se le atribuye a la presencia del grupo nitro en la estructura
de los compuestos, esta alerta se tomara en cuenta para el analisis de consenso

farmacologico.
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8.2.3 Prediccidn de efectos toxicolégicos con OSIRIS DataWarrior
Programa computacional que predice posibles efectos toxicolégicos de la molécula:
mutagenicidad, tumorigénico, efectos reproductivos e irritante. La prediccion se da
en un codigo de color de escala de semaforo. Este programa compara un grupo de
compuestos tdxicos y un conjunto de compuestos no toxicos, se basa en un
conjunto pre-calculado de un fragmento estructural.

Tabla 4 Probabilidad de toxicidad con el programa OSIRIS

Riesgos de | LAPS-1| LAPS-2( LAPS-3| LAPS-4| LAPS-5| LAPS-6| LAPS-7| LAPS-8| Piogltitazona

toxicidad

Mutagenicidad

Tumorigenicidad

Irritante

Efectos

A BN BN NN NN BN BN BN BN

Como se muestra en la Tabla 4, ninguno de los compuestos de la serie LAPS 1-8
tiene alertas de ser mutagénico, tumorigénico, irritante o con efectos reproductivos
a largo plazo. Esto es muy importante tomar en cuenta en el disefio de moléculas
bioactivas; si tuviera alguna probabilidad de poseer las alertas antes mencionadas
se tendra que tomar en cuenta para la evaluacion en los ensayos bioldgicos, pero

en este caso lo compuestos no muestran alerta alguna, y se prevé que sean mas
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seguros que Pioglitazona debido a que esta molécula presenta una alerta alta de
tener efectos reproductivos.

8.2.4 Prediccidén de efectos toxicolégicos con ACD/ToxSuite

8.2.4.1 Probabilidad de bloqueo de canales hERG

Los canales hERG son propensos a interactuar con farmacos lipofilicos basicos
causando cardiotoxicidad, son importantes debido regulan la repolarizacion de la
accion ventricular moviendo el ion K* que prolonga la duracion del intervalo QT.
Estos provocan severos efectos cardiacos y esto puede generar fibrilacion

ventricular y arritmias.%®
Tabla 5 Probabilidad de bloqueo de canales hERG de la serie de compuestos LAPS 1-8

Compuestos % Compuestos %

Serie A Probabilidad | Serie B Probabilidad
i de bloqueo i de bloqueo

\ NH \ NH
o : de canales 4 de canales
R hERG (fo hERG

LAPS-1 16% LAPS-5 22%

R'=H n=1 R2=H n=1

LAPS-2 16% LAPS-6 21%

R'=OCH;3; n=1 R2=0CH3s n=1

LAPS-3 45% LAPS-7 37%

R'=H n=3 R2=H n=3

LAPS-4 46% LAPS-8 35%

R'= OCH; n=3 R2=0CH;3 n=3
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CLORFENAMINA 93%

De acuerdo con los resultado de la Tabla 5, los compuestos LAPS-1, LAPS-2,
LAPS-5, LAPS-6, LAPS-7 Y LAPS-8 tienen muy bajas probabilidades de bloquear

los canales hERG por lo que se espera que no causen cardiotoxicidad. Por otro

lado, los compuestos LAPS-3 y LAPS-4 tienen probabilidades medias de ser

bloqueadores de canales hERG sin embargo no se descarta la evaluacién de estos

compuestos debido a que se toma como control a clorfenamina que es un

antihistaminico usado actualmente en la terapéutica y es un conocido bloqueador

de estos canales, por lo que esta alerta moderada se tendra en cuenta para el

Analisis de consenso farmacoldégico.

8.2.4.2 Probabilidad de toxicidad aguda de la serie de compuestos (DLso) con

ACD/ToxSuite

Tabla 6 Probabilidad de toxicidad aguda de la serie de compuestos LAPS 1-8

Compuestos Serie A DLso mg/ kg Categoria

7 OECD

N N Ratén Rata
oMo N S
(o] (o) \<o
R! P Oral P Oral

LAPS-1 R'=H n=1 570 1300 170 470 3-4
LAPS-2 R'=OCH3; n=1 570 1200 200 510 3-4
LAPS-3 R'=H n=3 620 1200 170 570 34
LAPS-4 R'= OCH3 n=3 640 1200 200 630 3-4
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Compuestos Serie B DLso mg/ kg Categoria
o
OECD
X
NH
s\< Ratén Rata
RZ
o
(o}
<
P Oral P Oral
o
oN"
LAPS-5 R?=H n=1 730 1300 170 500 3-4
LAPS-6 R2=0OCH3s n=1 550 1100 200 550 3-4
LAPS-7 R2=H n=3 650 1200 170 530 3-4
LAPS-8 R2=0OCH3 n=3 660 1200 200 590 3-4
Pioglitazona 440 1900 400 1100 3-4

Las dosis letales medias obtenidas para la serie de compuestos LAPS 1-8 con el
programa ACD/TOX SUITE (Tabla 6) caen en un rango de categoria OECD 3-4 que
significa: TOXICIDAD MODERADA, este rango es donde se encuentra la mayoria
de los farmacos disponibles en el mercado. De acuerdo a los resultados obtenidos
se requieren dosis altas para la via oral y via IP para causar toxicidad aguada en
ratones y rata, por lo que estos valores nos dan una pauta de un rango de dosis en

los posteriores ensayos biolégicos en modelos murinos.
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8.2.5 Acoplamiento molecular inverso con el servidor Dia-DB

¥

Servidor web y base de datos de dominio publico que realiza un acoplamiento

molecular inverso en un conjunto de dianas terapéuticas protéicas que son claves

para el tratamiento de la diabetes. Los resultados en la Tabla 7, muestran que

fueron las de mayor afinidad para las dianas terapéuticas como PPARy y GPR40.

Lo que nos da una pauta de que estas moléculas puedan tener buena afinidad al

sitio de reconocimiento de ligandos de los receptores PPARY , por lo que a partir de

estos resultados se haran acoplamientos moleculares dirigidos hacia los receptores

con mejor afinidad para ver las interacciones en el sitio activo de los receptores y

como interaccionan con los aminoacidos de estos mismos.

Tabla 7 Energias de afinidad de la serie LAPS 1-8 con las diferentes dianas que realiza el servidor DIA-DB

Proteina Cadigo
PDB
Peroxisoma 2FVJ

proliferador-

activado receptor
gamma

Free Fatty acid 4PHU
receptor 1/

GPR40

Aldosa reductasa 3G5E

Corticoesteroide 4K1L
11-beta-

deshidrogenasa
isoenzima 1

Peroxisoma 3PEQ
proliferador-

activado receptor

delta

LAPS-

-1.7
-7.5

-7.8
-7.8

LAPS-
3

7.9
7.4

kcal/mol
LAPS- LAPS-
4 5
-82 -79
-8 -8.3
-7.8 -9
1.7 -7.4
-75 -76

-7.4

LAPS- LAPS-
7 8
-9 -79
-8.6 -8.2
-8.9 -9.1
-7.8 -7.8
17 1.7



Dipeptidil 4A5S
peptidasa 4

Glucocinasa 3IMX
Precursor 4GQR

pancreatico alfa-

amilasa

Maltasa- 3L4Y
glucoamilasa

intestinal
Tirosina-proteina 4GE6
fosfatasa no

receptor tipo 9
Glucégeno 3DDS
fosforilasa

(Isoforma del

higado)

Precursor 3EKN
receptor de

insulina

Peroxisoma 3FEI|

proliferador-

activado receptor

alfa

Receptor nuclear 4DOR
subfamilia 5

grupo A miembro

2

-7.4

-7.4
-7.2

-6.4

-7.1
-7.4

-7.8
-6.7

-7.4

-8.1
-7.1

-7.4

-8.1
-7.1

-6.5

-8.1
-6.9

-6.9

¥

-7.8
-6.9
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8.2.6 Acoplamiento molecular refinado con MOE

Para realizar el acoplamiento molecular refinado se utilizé el programa MOE. La
estructura cristalizada utilizada para el receptor de PPAR-y fue el PDB:5U5L. Debido
a la estructura de tipo éster de nitrooxi de la serie de compuestos se decidio realizar
el acoplamiento molecular con el metabolito de tipo alcohol, debido a que cuando
las moléculas tienen contacto con las esterasas del plasma se metabolizan a esta
forma. Se realizd un acoplamiento para validar el ligando cocristalizado
(Rosiglitazona) obteniendo un RMSD de 0.0054 A?, después de la validacion se
realiz6 el acoplamiento de los metabolitos (LAPS 1-8M) de la serie LAPS 1-8 donde
se realizaron 50 repeticiones de cada metabolito de las moléculas y se seleccioné
la mejor pose con las mejores interacciones. En la Tabla 8 se muestran los

resultados obtenidos

Tabla 8 Energias de union de los metabolitos de la serie LAPS 1-8, su energia de union,
constante de afinidad y las interacciones con aminoacidos de importancia.

Metabolito AG i Interacciones con los aminoacidos de
MOE importancia farmacofoérica
Kcal/mol MOE

LAPS-1M -7.52 3.17 His449, Tyrd73, His223, Ser289, Arg280, Arg288, Met348
y Ser342

LAPS-2M -7.25 5.00 His449, Tyr473, His223, Ser289, Arg288, Met348 y Ser342

LAPS-3M -7.53 3.12 His449, Tyrd73, Ser289, Arg280, Arg288, Met348 y
Ser342

LAPS-4M -8.00 1.41 His449, Tyr473, His223, Ser289, Arg288, Met348 y Ser342

LAPS-5M -6.71 12.41 His449, Tyrd73, His 223, Arg288 y Ser342

LAPS-6M -7.09 6.55 His449, Tyr473, His223, Ser289, Arg288, Met348 y Ser342

LAPS-7TM -7.36 3.84 His449, Tyrd73, His223, Ser289,Arg288, Met348 y Ser342

LAPS-8M -8.36 0.070 His449, Tyrd73,Ser289, Arg288, Met348 y Ser342

El sitio de activacion del receptor PPAR-y tiene forma de brazo en Y, este a su vez

este puede dividirse en tres secciones:®’




N~

e Cavidad 1: funcion activadora en donde interaccionara la cabeza polar o
fragmento acido de las moléculas sintetizada y los aminoacidos necesarios
son: His-449, Tyr-473, His-323 y Ser-289.%8

e Cavidad 2 (hidrofébica): con los que debera interaccionar el fragmento de
anillo aromatico de los ligandos, y esta compuesta por los aminoacidos: Arg-
280, Glu-258 y Met-348

e Cavidad 3 (de entrada, al receptor): debera interaccionar la parte hidrofébica
de la molécula con los aminoacidos: Arg-288, Met-364, 11€326.% En esta
cavidad se encuentra la interaccion con Ser342 que esta interaccioén es clave

en los agonistas parciales de PPAR-y *°

De acuerdo con los resultados del acoplamiento molecular con el programa MOE
podemos observar que los metabolitos desnitrados de las moléculas conservan las
interacciones necesarias para activar al receptor PPAR-y, aunque la energia de
union fue menor que las moléculas sin metabolizar cabe destacar que los
metabolitos presentan interaccion con Ser-342 que es caracteristica de los
agonistas parciales, se busca que los compuestos sean agonistas parciales debido
que los agonistas totales tienen efectos secundarios como perdida 6sea, edema y
aumento del riesgo cardiovascular. A continuacién, se muestran las figuras de los

diagramas 2D del docking con los metabolitos en el programa:

LAPS-1M LAPS-2M

YL oo,
i 7 & . i 0_
mow ;; y \ a ., ‘..‘
©e® =~

280

LAPS-3M LAPS-4M
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8.3 Parte Farmacoldgica

8.3.1 Analisis de Consenso farmacolégico
Este analisis combina los resultados de los diversos calculos in sillico y su

argumento es que cuantos mas calculos coincidan en que un compuesto es activo,
con baja toxicidad y con un perfil farmacocinético adecuado, mas confiable sera la
seleccidn/discriminacién de dicho compuesto bioactivo (para sintetizarlo y que
muestre un comportamiento farmacoldgico). >
Para este analisis se usa un semaforo de colores para indicar las alertas
estructurales de los compuestos, siendo el color para los resultados ideales,
para resultados aceptables y rojo para valores que representan una alerta
de seguridad.

Tabla 9 Analisis de consenso farmacoldgico de la serie de compuestos LAPS 1-8

LAPS-1 LAPS-2 LAPS-3 LAPS-4 LAPS-5 LAPS-6 LAPS-7

Propiedades Biofarmacéuticas

Lipinski v v v v v v v v
Veber v TPSA v TPSA v TPSA 4 TPSA
144.98 144.98 144.98 A? 144.98 A?
A? A?
Log S/ -3.35 -3.44 -3.83 -3.91 -3.35 -3.44 -3.83 -3.91
Solubilidad soluble
soluble soluble soluble soluble Soluble soluble soluble
LogD74 1.27 1.27 1.94 1.94 1.30 1.28 1.95 1.96

Propiedades Farmacodinamicas y ADMET

Pass-Online Agonist Agonist Agonist Agonist Agonista Agonist Agonist Agonista
a a a a PPARy a a PPARy
PPARy PPARy PPARy PPARy PPARy PPARy
9% 27%
37% 32% 32% 27% 28% 31%
Docking con PPARy PPARy PPARy PPARy PPARy PPARy PPARy PPARy
Dia-DB
-8 -8.2 -8.2 -8.2 -7.9 -7.9 -7.9 -7.9
(kcal/mol)




W

Docking AG=-7.52 | AG=-7.25 | AG=-7.53 | AG=-8.00 | AG=-6.71 AG=-7.09 | AG=-7.36 | AG=-8.36
metabolitos

con MOE Ki=3.17 Ki=5.00 Ki=3.12 Ki=1.41 Ki=12.7uM | Ki=6.55 Ki=3.84 Ki=0.070pM
(kcal/mol) puM pM pM uM puM puM

ADMET-SAR AMES AMES AMES AMES AMES AMES AMES AMES
OSIRIS

ACD/ToxSuit Canales Canales

e HERG HERG

Prioridad de VI Vil VIl \% v
sintesis "I " I

quimica y

evaluacion en

ensayos in

vivo

Como podemos observar en la Tabla 9, los perfiles obtenidos de acuerdo al analisis
de consenso farmacologico son adecuados, ya que no muestran alertas altas de
toxicidad. Los perfiles de los compuestos son parecidos, esto debido a la similitud
entre las estructuras. Los compuestos LAPS-4 y LAPS-5 tuvieron una variacion
debido a que presentan una alerta moderada en el bloqueo de canales hERG, sin
embargo, por esta propiedad no son descartados para su evaluacion, solamente
son discriminados a ser evaluados después de los que presentan los mejores
perfiles. Al obtener predicciones muy simulares en los compuestos, la decision de
prioridad para llevar a cabo la sintesis quimica y posteriormente los ensayos
biolégicos se tomd en cuenta con los resultados del acoplamiento molecular
refinado de sus metabolitos. Como se mencion6 en el apartado de resultados los
compuestos tuvieron interacciones con aminoacidos de importancia para
desencadenar la respuesta biologica del receptor PPARYy, sin embargo algunos
compuestos tuvieron mas interacciones con el receptor que otros y mejor energia
de union, lo que nos da una pauta a esperar que se tenga una mejor respuesta con
PPARy debido a las interacciones. La decision de prioridad fue con base en el
criterio de este conjunto de calculos, como se observa en la Tabla 9 se hizo una

prioridad de sintesis. Sin embargo, en cuanto a la viabilidad y el tiempo de obtencion
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de sintesis se evaluaron, primeramente los compuestos LAPS-6, LAPS-2 y LAPS-

5 en los ensayos ex vivo.

8.3.2 Curvas concentracién respuesta del efecto vasorrelajante mediante un
ensayo ex vivo de tejido aislado de aorta de rata
Se evaluaron los compuestos LAPS-2, LAPS-5 y LAPS-6 a una concentraciéon

experimental de forma acumulativa en V4 de logaritmo [0.933 uM a 307.78 uM], con
presencia (E+) de endotelio. En la Grafica 1 se muestran los resultados del
porcentaje de relajacion y la comparacion con los controles: carbacol y dinitrato de
Isosorbida (liberador de 6xido nitrico). En la Tabla 10 se tienen los valores del efecto
maximo Yy la concentracién efectiva de los compuestos. Las moleculas evaluadas
tuvieron una relajacién en presencia de endotelio con un efecto maximo (Emax) hasta
del 92%, para el compuesto LAPS-6 con un efecto maximo del 92.74+3.19% y una
concentracion efectiva de 31.57+3.67 uM, siendo este compuesto el mas eficaz y
mas potente de los tres evaluados. Los compuestos son comparados con dinitrato

de isosorbida que es un donador de 6xido nitrico en la practica terapeutica.

Tabla 10 Datos obtenidos de la curva de concentracion-respuesta de los
compuestos LAPS-2, LAPS-5, LAPS-6 y DI (dinitrato de isosorbida)

LAPS-2 61.1% £1.9 98.47+ 2.36
LAPS-5 29.65% £7.63 84.40+ 3.16
LAPS-6 92.74% +£3.19 31.57 + 3.67
DI 100% £5.18 3.89 +3.83
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Grafica 1 Curva de concentracion- respuesta del compuestos LAPS-2, LAPS-5,
LAPS-6 y DI (dinitrato de isosorbida)

Debido a que el compuesto LAPS-6 fue el mas eficaz y mas potente en presencia
de endotelio se hizo la evaluacién sin presencia de endotelio para evaluar su efecto
relajante (Grafica 2). En presencia de endotelio (E+) LAPS-6 tiene un efecto
maximo de Emax=92.74% + 3.19% vy una concentraciéon efectiva de EC50=31.57 %
3.67uM. En ausencia de endotelio (E-) tiene un Emax=95.85% % 5.06% y una
EC50=8.04 = 3.84 uM. El compuesto LAPS-6 alcanza un porcentaje de relacion
hasta del >92% en presencia y ausencia de endotelio, lo que nos sugiere que el

mecanismo de relajacion del musculo liso no depende de la presencia de endotelio.
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Grafica 2 Curva de concentracion- respuesta del compuesto LAPS-6 en
presencia y ausencia de endotelio.

Para establecer el mecanismo de relajacién del compuesto LAPS-6 se utilizé ODQ
que es un inhibidor de la Guanilato ciclasa que es una enzima que es activada por
el oxido nitrico que es clave para la relacién del musculo liso. Se incubaron los
anillos de aorta de rata sin presencia de endotelio con el ODQ (10uM)®° y se evalud
el compuesto LAPS-6. Como se observa en la Grafica 3, en presencia de ODQ no
presenta efecto de relajacién el compuesto LAPS-6 lo que nos sugiere que este
compuesto al ser liberador de 6xido nitrico necesita a la enzima Guanilato ciclasa

para poder producir el efecto de relajacion.
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Grafica 3 Curva de concentracion- respuesta del compuesto LAPS-6 en ausencia
de endotelio con ODQ y sin ODQ.

8.2.3 Ensayo antihipertensivo del compuesto LAPS-6
Debido a que el compuesto LAPS-6 fue el mas eficaz y mas potente en los ensayos

ex vivo de relajacion de aorta de rata, ademas que se contaba con la cantidad de
compuesto suficiente para evaluarlo en el modelo de ratas SHR, se utilizd una dosis
de 100mg/kg de peso. En la Grafica 4, se observa que el compuesto LAPS-6 ejerce
un efecto en la presion sistdlica y diastolica de 10% y 20% de disminucién
respectivamente a la hora 1 del ensayo, posteriormente a las siguientes horas se
pierde el efecto. Por otra parte, en cuanto a la frecuencia cardiaca el compuesto
LAPS-6 tiene un efecto de disminucion con una diferencia estadisticamente

significativa en comparacion del grupo control y el grupo tratado con Amlodipina.
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Graficas 4 Curvas de efecto de porcentaje de variacidon de presion sistdlica, presion
diastdlica y frecuencia cardiaca del compuesto LAPS-6, control y Amlodipina
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8.2.4 Ensayo antidiabético agudo del compuesto LAPS-6
Se evaluo el efecto antidiabético del compuesto LAPS-6 a una dosis de 100mg/kg,

con una suspension de 35mg/kg en 1000 uL de Tween al 10% en un modelo no
insulino dependiente con 6 ratones macho CD1 de 30g de peso promedio. Para el
ensayo, los ratones se mantuvieron en ayuno por 10 horas y se administro el
compuesto por via intragastrica con ayuda de una sonda metalica. Se monitoreo la
glucosa a la hora 0,1, 3, 4, 5 y 7 mediante la obtencion de sangre por medio de una
puncion de cola y un glucometro portatil. Se realizé un analisis de los datos con el
grupo vehiculo y glibenclamida, donde se obtuvo una grafica de curso temporal con
el porcentaje de variacion de glucemia (Grafica 5). En la hora 5y 7 del ensayo se
observa una variacién de glucosa del 10% con una diferencia estadisticamente
significativa. El compuesto LAPS-6 al ser una tiazolidindiona se espera que tenga
efecto antihiperglucemiante al activar el receptor PPARYy, por lo que la accién de
este tipo de compuestos es de tiempo prolongado y es posible que se observe hasta

después de las 7 horas de ensayo.

LAPS-6

-~ ‘Vehiculo (Tween 10 %)
-+ Glibenclamida (5 mag/kag)
- LAPS-6 (100 mg/kg)

% Variacion de glucosa

Tiempo (h)

Grafica 5 Curva de % de variacion de la glucosa del compuesto LAPS-6, Tween
10% y glibenclamida.
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8.2.5 Ensayo antidiabético agudo del compuesto LAPS-2
Se evaluo el efecto antidiabético agudo del compuesto LAPS-2 en un modelo no

insulino dependiente de igual forma que el expeerimento previamente descrito para
LAPS-6. En la grafica 6 se puede observar que a la hora 3 del ensayo se muestra
un porcentaje de variacion de la glucosa del 10%, mientras que a la hora 5
disminuye la concentacion de glucosa en sangre con un porcentaje de 20% y para
la hora 7 la variacion fue del 40%. Este compuesto LAPS-2 mostré una diferencia
estadisticamente significativa al grupo Vehiculo y tiene un comportamiento similar

al de glibenclamida.

LAPS-2
¥ - Vehiculo (Tween 10 %)
§ — Glibenclamida (5 mg/kg)
=) -+ LAPS-2 (100 mg/kg)
S 0
c
'S Rl
% O3N
L o0 “ﬁ)
i
-
=

LAPS-2

Tiempo (h}

Grafica 6 Curva de % de variacién de la glucosa del compuesto LAPS-2, Tween
10% y glibenclamida

Con estos resultados podemos observar que los compuestos seleccionados y
jeraquizados mostraron efecto antidiabético in vivo al ser administrados de forma
oral, por lo cual se infiere que presentan una absorcion adecuada para poder llegar

hasta su sitio de accion.
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9. Conclusiones

Los compuestos prioritarios en el analisis in silico de consenso farmacolégico
LAPS-2 y LAPS-6, se sintetizaron, caracterizaron y evaluaron en el ensayo
ex vivo vasorrelajante, donde mostraron un efecto maximo (Emax) de hasta
92% con ausencia y presencia de endotelio vascular, siendo el compuesto
LAPS-6 mas eficaz y potente, y de acuerdo con los bioensayos ex vivo con
el inhibidor ODQ, el mecanismo de relajacién sugiere que es debido a la

liberacion de éxido nitrico como lo plantea su disefio molecular.

En el ensayo agudo antidiabético en un modelo murino no insulino
dependiente, los compuestos LAPS-2 y LAPS-6 tuvieron un efecto
antihiperglucemiante ademas de tener actividad vasorrelajante en los
ensayos ex Vvivo por lo que son considerados compuestos bioactivos con un
efecto multitarget con posible uso experimental en la diabetes y sus

complicaciones vasculares.
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10. Perspectivas

. Corroborar el perfil toxicoloégico de los compuestos LAPS-2 y LAPS-6 de
manera experimental.

. Obtener la DEso del compuesto LAPS-6.
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11.Parte experimental

11.1 Instrumentacién
Para llevar a cabo las reacciones necesarias para la sintesis de los compuestos, se

requirié de una parrilla de calentamiento equipada con agitacion magnética de la
marca Science Med®, el reactor de sintesis Monowave50 de la marca Anton Paar®,
tubos de ensaye del equipo Mowave50 acoplados con tapdn con teflon, matraces
bola de 5, 10, y 50 mL acoplados con agitadores, refrigerantes en posicién de reflujo
y usando la trampa Dean-Stark. Para evaporar los disolventes empleados se le dio
uso a un rotaevaporador marca Buchi® acoplado a vacio con una bomba de alto
vacio de la marca Blchi®.
Los puntos de fusidén se determinaron en un aparato Stanford Research System,
modelo EZ-Melt®. Los espectros de resonancia magnética nuclear y de masas se
obtuvieron gracias a la colaboracion con el Dr. Emanuel Hernandez Nufez del
Departamento de Recursos del Mar, CINVESTAV, unidad Mérida

Todos los programas utilizados, a excepciéon de ACD/ToxSuite y MOE, que
requieren una licencia disponible en el laboratorio 5, fueron instalados o ejecutados
en una laptop HP® con sistema operativo Windows 10 de 64 bits, procesador Intel®

core i5.

11.2 Cromatografia en capa fina y columna
Para el seguimiento de las reacciones se empled la técnica de cromatografia por

capa fina. Ademas, para la purificacion de algunos compuestos se llevé a cabo
cromatografias de columna utilizando los sistemas de elucidon que se muestran en

la siguiente tabla:

SISTEMAS DE ELUCION EMPLEADOS

Sistema Proporcion Composicion
| 9:1 Hexano:Acetato de etilo
Il 8:2 Hexano:Acetato de etilo
n 7:3 Hexano:Acetato de etilo
\'} 6:4 Hexano:Acetato de etilo
\'} 99:1 Diclorometano:Metanol
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11.3 Parte quimica

Sintesis del compuestos finales LAPS 1-8
Sintesis del compuesto final Nitrato de (5Z(3-(4-(-2,4-dioxo-1,3-tiazolidin-5-

iliden)metil)fenoxi)) propilo LAPS-1

o o
0
LAPS 24 H 0.3eq © X
c "
O,N + NH _ ~ @ ON /\/\ S
\o/\/\o \0 (o]
o

3 Tolueno 100 °C
O LAPS 1

° N

0.3 eq
Trampa Dean-stark

En un matraz de 25ml de una boca, acoplado con agitacion magnética, parrilla de
calentamiento con bafo de aceite, trampa de Dean-Stark y refrigerante en posicién
de reflujo se afladio 1 equivalente del precursor LAPS 24 disuelto en 1ml de Tolueno
seco, se adiciono 1 equivalente de la 2,4-tiazolidindiona, 0.3 equivalentes de acido
benzoico y 0.3 equivalentes de piperidina. Una vez concluida la adicion se llevé a
calentamiento hasta alcanzar los 100°C durante 3 horas, se monitoreo la reaccion
mediante CCF utilizando el sistema de elucion IV. Una vez terminada la reaccion de
rotaevaporo el disolvente, se obtuvo una pasta café a la cual se le adiciono 2ml de
agua fria; precipitando un sdlido café. El sdlido se filtré utilizando un embudo
blichner. Se dejo secar el sdlido por 24 horas y se hizo posteriormente un repulpe
utilizando etanol frio, se filtré utilizando un embudo blchner y haciendo lavados con
etanol frio. Se obtuvo un sdlido café con un punto de fusién de 151.3-153.9°C y un
rendimiento del 15%

RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds) LAPS-1 &: 7.45 (d, 2H, J=8.0Hz), 7.00 (d, 2H,
J=8.0Hz), 7.26 (s, 1H), 4.19 (dd, 2H), 3.95 (dd, 2H), 2.35 (m, 1H).
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Sintesis del compuesto Nitrato de (5Z(3-(4-(-2,4-dioxo-1,3-tiazolidin-5-iliden)
metil)-2-metoxifenoxi) propilo LAPS-2

o
(o]
LAPS 25 H 03eq 9 X
©)lou NH
O,N /\/\ + NH .~ . O,N /\/\ S
\0 (o] S Tolueno 100 °C \0 (o]
O LAPS 2 o

OCH;, OCH;

0.3 eq
Trampa Dean-stark

En un matraz de 25ml de una boca, acoplado con agitacion magnética, parrilla de
calentamiento con bafio de aceite, trampa de Dean-Stark y refrigerante en posicién
de reflujo se afladié 1 equivalente del precursor LAPS 25 disuelto en 1ml de Tolueno
seco, se adiciono 1 equivalente de la 2,4-tiazolidindiona, 0.3 equivalentes de acido
benzoico y 0.3 equivalentes de piperidina. Una vez concluida la adicion se llevé a
calentamiento hasta alcanzar los 100°C durante 3 horas, se monitoreo la reaccion
mediante CCF utilizando el sistema de elucién IV. Una vez terminada la reaccion de
rotaevapord el disolvente, se obtuvo una resina café a la cual se le hizo una
extraccion con acetato de etilo:agua. El producto se concentraba en la fase érganica
la cual se rotaevaporé el disolvente y se obtuvo una resina café. Para purificar el
producto se hizo una cromatografia en columna, utilizando como sistemas de
elucion | y Il 'y finalmente se obtuvo un sélido amarillo con un punto de fusién de
172.6-175.5°C y un rendimiento del 20.1%

RMN 'H (600 MHz, DMSO-dc) LAPS-2 §: 7.74 (s, 1H), 7.20 (d, 3H), 4.19 (¢, 2H),
3.82 (s,3H), 3.65 (t, 2H), 2.26 (m,2H).

RMN *3C (200 MHz, DMSO-ds) LAPS-2 §: 167.9 (C=0), 167.3 (C=0), 149.7 (C-4’),
149.1(C-3), 132.0 (C-4), 125.9 (C-1"), 123.6 (C-6), 120.6 (C-5), 113.6 (C-5'), 113.2
(C-2’), 66.1 (C-1), 55.6 (C-8), 31.7 (C-2).
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Sintesis del compuesto final Nitrato de (5Z(5-(4-(-2,4-dioxo-1,3-tiazolidin-5-
iliden) metil)fenoxi) pentilo LAPS-3

(o]
LAPS-27 H 0.3eq O X
o
ON + NH - e O,N /\(\/)/\ S
\0/\(\/)11/\0 Tolueno 100 °C \0 n o

S
n=3 O n=3 LAPS-3

° H

0.3 eq
Trampa Dean-stark

En un matraz de 25ml de una boca, acoplado con agitacion magnética, parrilla de
calentamiento con bafio de aceite, trampa de Dean-Stark y refrigerante en posicion
de reflujo se afadié 1 equivalente del precursor LAPS 27 disuelto en 1ml de Tolueno
seco, se adiciono 1 equivalente de la 2,4-tiazolidindiona, 0.3 equivalentes de acido
benzoico y 0.3 equivalentes de piperidina. Una vez concluida la adicion se llevé a
calentamiento hasta alcanzar los 100°C durante 3 horas y 30 minutos, se monitoreo
la reaccién mediante CCF utilizando el sistema de elucion IV. Una vez terminada la
reaccion de rotaevaporo el disolvente, se obtuvo un sdlido café, el cual se le hizo
lavados con agua fria, se filtrd el sélido en un embudo buchner. Se dejo secar el
producto por 24 horas y se le hizo un repulpe con etanol, obteniendo un sélido café

con punto de fusién de 121.5-124.7 °C con un rendimiento del 40.5%.

RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds) LAPS-3 §: 7.73 (s, 1H), 7.54 (d, 1H, J=8.7Hz), 7.45
(d, 1H, J=8.7Hz), 7.08 (d, 1H, J=8.7H), 6.91 (d, 1H, J=8.6Hz), 4.04 (t, 2H), 3.55 (t,
2H), 1.86-1-53 (m, 6H).

RMN 3C (200 MHz, DMSO-ds) LAPS-3 5:168.0 (C=0), 167.8 (C=0), 160.3 (C-4’),
132.0 (C-4' y C-2')), 125.4 (C-1’), 120.45 (C-6), 116.2 C-7), 115.3 (C-5' y C-3'), 73.7
(C-1), 67.6 (C-5), 31.8 (C-4), 27.6 (C-2), 24.19 (C-3).
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Sintesis del compuesto final Nitrato de (5Z(5-(4-(-2,4-dioxo-1,3-tiazolidin-5-
iliden)metil)-2-metoxifenoxi) pentilo LAPS-4

o o
o
H 03eq O AN
LAPS-26 ©)l OH NH
O:N + NH Y = O2N /\(\/)/\ S
\0/\(\/)n/\0 S Tolueno 100 °C \0 n (o]
O n=3  LAPS-4 °

n=3 OCH, OCH,4
° A
0.3 eq
Trampa Dean-stark

En un matraz de 25ml de una boca, acoplado con agitacion magnética, parrilla de
calentamiento con bafio de aceite, trampa de Dean-Stark y refrigerante en posicion
de reflujo se afiadié 1 equivalente del precursor LAPS 26 disuelto en 1ml de Tolueno
seco, se adiciono 1 equivalente de la 2,4-tiazolidindiona, 0.3 equivalentes de acido
benzoico y 0.3 equivalentes de piperidina. Una vez concluida la adicion se llevé a
calentamiento hasta alcanzar los 100°C durante 3 horas, se monitoreo la reaccion
mediante CCF utilizando el sistema de elucion IV. Una vez terminada la reaccién de
rotaevaporo el disolvente, se obtuvo una pasta amarrilla, el cual se le hizo lavados
con agua fria y precipito un sélido amarrillo, se filtré el sélido en un embudo blchner.
Se dejo secar el producto por 24 horas y se le hizo un repulpe con etanol, obteniendo
un solido amarillo con punto de fusion de 124.6-129.1°C con un rendimiento del
19.8%.

RMN "H (600 MHz, DMSO-ds) LAPS-4 §: 7.26 (s, 1H), 7.11 (d, 1H, J=9 Hz), 6.99 (s,
1H), 6.94 (d, 1H, J=8 Hz), 4.09 (t,2H), 3.91 (s, 3H), 3.44 (t,2H), 1.95-1.64(m, 6H).

RMN 13C (200 MHz, DMSO-dc) LAPS-4 5:167.4 (C=0), 167.4 (C=0), 167.0 (C-9),
150.9 (C-1’), 149.6 (C-6), 134.6 (C-7), 125.7(C-3'),124.8(C-6’), 119.3 (C-4’), 112.8
(C-2),112.5 (C-5), 68.6 (C-1), 55.9 (C-10), 33.4 (C-5), 32.3 (C-2), 28.1 (C-3), 24.1
(C-4).
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Sintesis del compuesto final Nitrato de (5Z(3-(3-(2,4-dioxo-1,3-tiazolidin-
5iliden)metil)fenoxi) propilo LAPS-5

o o
H (o) S
NH
03eq O
S "~
+ NH 0
! SK Tolueno 100°C O LAPSS
N
LAPS 32 © ;
0.3 eq
Trampa Dean-stark
s (o)
e

En un matraz de 25ml de una boca, acoplado con agitacion magnética, parrilla de
calentamiento con bafo de aceite, trampa de Dean-Stark y refrigerante en posiciéon
de reflujo se afadié 1 equivalente del precursor LAPS 32 disuelto en 1ml de Tolueno
seco, se adiciono 1 equivalente de la 2,4-tiazolidindiona, 0.3 equivalentes de acido
benzoico y 0.3 equivalentes de piperidina. Una vez concluida la adicion se llevo a
calentamiento hasta alcanzar los 100°C durante 4 horas, se monitoreo la reaccion
mediante CCF utilizando el sistema de elucién IV. Una vez terminada la reaccion de
rotaevapord el disolvente, se obtuvo una resina café a la cual se le hizo una
extraccion con acetato de etilo:agua. El producto se concentraba en la fase organica
la cual se rotaevaporé el disolvente y se obtuvo una resina café. Para purificar el
producto se hizo una cromatografia en columna, utilizando como sistemas de
elucion |1, 11 y 1ll, finalmente se obtuvo un sdlido beige con un punto de fusién de
105.9-108.2°C y un rendimiento del 11.3%

RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds) LAPS-5 5: 7.7 (s, 1H), 7.45 (t, 2H), 7.18 (d, 1H), 7.09
(dd, 1H), 4.1 (t, 2H), 3.6 (t, 2H), 2.2 (m, 2H).

RMN *3C (200 MHz, DMSO-d) LAPS-5 5: 167.7 (C=0), 167.1 (C=0), 158.7 (C-3'),
134.4 (C-1’), 131.6 (C-5'), 130.4 (C-4), 123.8 (C-5), 122.0 (C-6'), 116.8 (C-2’), 115.7
(C-4’), 68.3 (C-1), 65.5 (C-3), 31.6 (C-2).
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Sintesis del compuesto final Nitrato de (5Z(3-(3-(2,4-dioxo-1,3-tiazolidin-
5iliden)metil)-2-metoxifenoxi) propilo LAPS-6

03eq ©
OH S
H;CO + NH H3;CO
—_— =
o
Tolueno 100°C
O raps33 s% O °
LAPS 5
o N

0.3 eq
Trampa Dean-stark

o o
oN" oN”

En un matraz de 25ml de una boca, acoplado con agitacion magnética, parrilla de
calentamiento con bafio de aceite, trampa de Dean-Stark y refrigerante en posiciéon
de reflujo se afliadio 1 equivalente del precursor LAPS 33 disuelto en 1ml de Tolueno
seco, se adiciono 1 equivalente de la 2,4-tiazolidindiona, 0.3 equivalentes de acido
benzoico y 0.3 equivalentes de piperidina. Una vez concluida la adicion se llevo a
calentamiento hasta alcanzar los 100°C durante 4 horas, se monitoreo la reaccion
mediante CCF utilizando el sistema de elucién IV. Una vez terminada la reaccion de
rotaevapord el disolvente, se obtuvo una resina café a la cual se le hizo una
extraccion con acetato de etilo:agua. El producto se concentraba en la fase organica
la cual se rotaevaporé el disolvente y se obtuvo una resina café. Para purificar el
producto se hizo una cromatografia en columna, utilizando como sistemas de
elucion |, I 'y I, finalmente se obtuvo un s6lido amarillo con un punto de fusion de
123.1-126.4°C y un rendimiento del 38.8%.

RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds) LAPS-6 §: 7.99 (d, 1H), 7.7 (s, 3H), 7.23 (dd, 1H,
J=8.4Hz), 7.00 (m, 1H, J=10Hz), 4.7 (t, 3H), 4.16 (s,3H), 3.8 (dd, 2H), 2.2 (m, 2H).

RMN 13C (200 MHz, DMSO-ds) LAPS-6 §: 173.8 (C=0), 173.1 (C=0), 151.1 (C-2)),
149.1(C-1"), 147.8 (C-4), 147.0 (C-4’), 128.7 (C-5'), 124.1 (C-5), 114.9 (C-3'), 112.4
(C-6'), 70.8 (C-1), 64.9 (C-3), 35.8 (C-8), 26.2 (C-2).
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Sintesis del compuesto final Nitrato de (5Z(5-(3-(-2,4-dioxo-1,3-tiazolidin-5-
iliden)metil)fenoxi) pentilo LAPS-7

o o

0
NH
0.3 eq o
g "~
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o

H

Tolueno 100°C o

N n=3

LAPS-34 H N
0.3 eq

Trampa Dean-stark

n=3 4

(o] (o)
7~
O,N oN”

En un matraz de 25ml de una boca, acoplado con agitacion magnética, parrilla de
calentamiento con bafo de aceite, trampa de Dean-Stark y refrigerante en posiciéon
de reflujo se afladio 1 equivalente del precursor LAPS 34 disuelto en 1ml de Tolueno
seco, se adiciono 1 equivalente de la 2,4-tiazolidindiona, 0.3 equivalentes de acido
benzoico y 0.3 equivalentes de piperidina. Una vez concluida la adicion se llevé a
calentamiento hasta alcanzar los 100°C durante 4 horas, se monitoreo la reaccion
mediante CCF utilizando el sistema de elucién IV. Una vez terminada la reaccion de
rotaevaporo el disolvente, se obtuvo una resina café a la cual se le hizo una
extraccion con acetato de etilo:agua. El producto se concentraba en la fase organica
la cual se rotaevaporé el disolvente y se obtuvo una pasta café. Para purificar el
producto se hizo un repulpe con etanol frio y consecuente a esto precipitaba a un
sélido, finalmente se obtuvo un sélido café con un punto de fusion de 119.9-123.5°C

y un rendimiento del 32.7%.

RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds) LAPS-7 &: 7.73 (s, 1H), 7.41 (s, 1H), 7.36 (¢, 1H,
J=8Hz), 7.08 (d, 1H, J=8Hz), 6.99 (dd, 1H J=2Hz), 4.00 (t, 2H), 3.45 (t,2H), 1.95 (m,
6H).

RMN *3C (200 MHz, DMSO-ds) LAPS-7 §: 167.8 (C=0), 167.3 (C=0), 158.9 (C-6),

134.1 (C-3"), 132.1 (C-1"), 129.7 (C-7), 122.1 (C-5'), 116.3 (C-6"), 115.0 (C-4’,C-2)),
67.3 (C-1), 33.2 (C-5), 31.9 (C-4), 27.8 (C-2), 24.5 (C-3).
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Sintesis del compuesto final Nitrato de (5Z(5-(5-(-2,4-dioxo-1,3-tiazolidin-5-
iliden)metil)-2-metoxifenoxi) pentilo LAPS-8

(o]
NH
0.3 eq o
OH S
H,CO H,CO
NH ®
Tolueno 100°C o
O LAPS-8
N n=3
LAPS 35 0 H &

0.3 eq
Trampa Dean-stark

O,N

En un matraz de 25ml de una boca, acoplado con agitacion magnética, parrilla de
calentamiento con bafo de aceite, trampa de Dean-Stark y refrigerante en posiciéon
de reflujo se afladié 1 equivalente del precursor LAPS 35 disuelto en 1ml de Tolueno
seco, se adiciono 1 equivalente de la 2,4-tiazolidindiona, 0.3 equivalentes de acido
benzoico y 0.3 equivalentes de piperidina. Una vez concluida la adicion se llevé a
calentamiento hasta alcanzar los 100°C durante 4 horas, se monitoreo la reaccion
mediante CCF utilizando el sistema de elucion IV. Una vez terminada la reaccion de
rotaevapord el disolvente, se obtuvo una pasta café a la cual se le hizo una
extraccidon con acetato de etilo:agua. El producto se concentraba en la fase organica
la cual se rotaevapor6 el disolvente y se obtuvo una pasta café. Para purificar el
producto se hizo un repulpe con etanol frio y consecuente a esto precipitaba a un
sélido, finalmente se obtuvo un sdlido amarillo con un punto de fusién de 129.9-
132.1°C y un rendimiento del 7.0%.

RMN 'H (600 MHz, DMSO-ds) LAPS-8 5: 7.72 (s, 1H), 7.20 (s, 1H), 7.18 (d, 1H,
J=8.3Hz), 7.14 (d, 1H, J=8.5Hz), 4.02 (t, 2H), 3.84 (s,1H), 3.58 (t, 2H), 1.90-1.15
(m,2H).

RMN 3C (200 MHz, DMSO-ds) LAPS-8 5: 181.1 (C=0), 168.3 (C=0), 150.8 (C-1’,
C-3), 148.0 (C-7), 131.6 (C-6"), 125.8 (C-9), 123.6 (C-5), 114.4 (C-4’), 112.2 (C-2)),
68.1 (C-1), 55.7 (C-5), 35.0 (C-8), 31.9 (C-2), 27.6 (C-4), 24.3 (C-3).
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Sintesis de los precursores
Sintesis del precursor 4-(3-bromopropoxi)benzaldehido (LAPS-20)

0
H
/\(\/)/\ 1.5eq K2C03
CH3CN N W

N, TA
LAPS-20

En un matraz bola de 10mL de una boca acoplado con agitacion magnética, se
afnadié 1 equivalente de 4-hidroxibenzaldehido y 1.5 equivalentes de carbonato de
potasio disueltos en 3mL de acetonitrilo. Esta mezcla se agité a temperatura
ambiente durante 1 hora. Posteriormente se acoplé al matraz un embudo de
presiones igualadas que contenia 2mL de acetonitrilo con 3 equivalentes de 1,3-
dibromopropano, se afiadi6 esta mezcla gota a gota al matraz. Al terminar de afadir
se acopl6 una columna vigreaux al matraz y las condiciones para mantener una
atmosfera de nitrégeno. Se dejo agitando a temperatura ambiente durante 9 horas
y la reacciéon fue monitoreada por cromatografia de capa fina (CCF) utilizando el
sistema de elucién V. Al observar por la CCF la mancha correspondiente al
precursor se detuvo la agitacion y se rotaevaporo el disolvente. Se obtuvo un liquido
amarillo al cual se le hizo una extraccion con acetato de etilo:Agua (agua con
carbonato de sodio), el precursor se extrajo en la fase organica la cual se concentrd

el disolvente y se obtuvo un liquido amarillo.

RMN 'H (600 MHz, CDCIs) del precursor LAPS-20 &: 9.86 (s,7H), 7.83 (d, 2H,
J=8.4Hz), 7.00 (d, 2H, J=8.2Hz), 4.18 (t, 2H), 3.53 (t, 2H), 2.33 (t, 2H).

EM (IE): m/z (% int. rel). 244 (M*, 50%), 121(100%)
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Sintesis del precursor Nitrato de 3-(4-formilfenoxi) propilo LAPS-24

(o] (o}
LAPS-20 H (o} LAPS-24
1.5 eq AgNO; ”
3 N
Br/\/\o CH;CN _0/+\0/\/\0

110°C
Monowave50

En un tubo de ensaye del aparato se puso el precursor LAPS-20 en 2ml de
acetonitrilo seco y se adicionaron 1.5 equivalentes de nitrato de plata. Se tapo el
tubo con el tapdn y capa de teflon especial para el aparato para el sistema cerrado.
Se corrieron 5 ciclos de 2 minutos para alcanzar una temperatura de 110°C y Smbar
de presion, en cada ciclo se monitoreaba la reaccion mediante CCF utilizando el
sistema de elucion IV hasta observar la mancha del precursor esperado. Una vez
terminados los 5 ciclos, mediante un embudo con celita se filtré la reaccion y el
producto se rotaevaporé el disolvente, se le hizo posteriormente una extraccion
utilizando un embudo de separacion con acetato de etilo: agua. El precursor se
favorecia en la fase organica, la cual se rotaevaporoé y se obtuvo un liquido naranja.
Para purificar el precursor se hizo una cromatografia en columna, utilizando como
sistemas de elucién el |, Il y Il sucesivamente. Se obtuvo el precursor en estado
fisico de liquido amarillo, el cual se almaceno en el refrigerador y en un frasco ambar
lo mas pronto para evitar su degradacion y posteriormente continuar la siguiente

reaccion.
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Sintesis del precursor 4-(3-bromopropoxi)metoxibenzaldehido LAPS-21

1.5eq K2C03

CHSCN B NN
N TA
OCHj OCH,

LAPS-21

/\/\

En un matraz bola de 10ml de una boca acoplado con agitacidn magnética, se
anadié 1 equivalente de vainillina y 1.5 equivalentes de carbonato de potasio
disueltos en 3ml de acetonitrilo. Esta mezcla se agito a temperatura ambiente
durante 1 hora. Posteriormente se acoplo al matraz un embudo de presiones
igualadas que contenia 2ml de acetonitrilo con 3 equivalentes de 1,3-
dibromopropano, se afiadio esta mezcla gota a gota al matraz. Al terminar de afiadir
se acoplo una columna vigreaux al matraz y las condiciones para mantener una
atmosfera de nitrégeno. Se dejo agitando a temperatura ambiente durante 10 horas
y la reaccién fue monitoreada por cromatografia de capa fina (CCF) utilizando el
sistema de elucién V. Al observar por la CCF la mancha correspondiente al
precursor se detuvo la agitacion y se rotaevaporo el disolvente. Se obtuvo un liquido
amarillo al cual se le hizo una extraccion con acetato de etilo:Agua (agua con
carbonato de sodio), el precursor se extrajo en la fase organica la cual se concentrd

el disolvente y se obtuvo un liquido amarillo.

RMN 'H (600 MHz, CDCls) del precursor LAPS-21 §: 9.84 (s, 1H), 7.34 (d, 1H),
7.25 (s, 1H), 7.03 (dd, 1H), 3.54 (s,3H), 3.95 (d, 2H), 2.34 (m, 2H), 4.23 (d, 2H).

EM (IE): m/z (% int. rel). 244 (M*, <1%), 151(100%)
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Sintesis del precursor Nitrato de 3-(4-formil-2-metoxifenoxi)propilo LAPS-25

O

H
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_ >
/\/\ O2N /\/\
Br (0) \0 o

CH;CN seco
110°C

OCH
3 Monowave50 LAPS-25 OCH,
LAPS-21

En un tubo de ensaye del aparato se puso el precursor LAPS-21 en 2ml de
acetonitrilo seco y se adicionaron 1.5 equivalentes de nitrato de plata. Se tapo el
tubo con el tapdn y capa de teflon especial para el aparato para el sistema cerrado.
Se corrieron 5 ciclos de 2 minutos para alcanzar una temperatura de 110°C y Smbar
de presion, en cada ciclo se monitoreaba la reaccion mediante CCF utilizando el
sistema de elucion IV hasta observar la mancha del precursor esperado. Una vez
terminados los 5 ciclos, mediante un embudo con celita se filtré la reaccion y el
producto se rotaevaporé el disolvente, se le hizo posteriormente una extraccion
utilizando un embudo de separacion con acetato de etilo: agua. El precursor se
favorecia en la fase organica, la cual se rotaevapordé y se obtuvo un liquido naranja.
Para purificar el precursor se hizo una cromatografia en columna, utilizando como
sistemas de elucién el |, 1l y Il sucesivamente. Se obtuvo el precursor en estado
fisico de sdlido amarillo, el cual se almaceno en el refrigerador y en un frasco ambar
lo mas pronto para evitar su degradacion y posteriormente continuar la siguiente

reaccion.
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Sintesis del compuesto 4-((5-bromopentil)oxi)benzaldehido LAPS-22

o}
H 3eq H
1.5 eq K,CO4 LAPS-22
+ Br/\(\/)n/\ Br ——————>
HO CH;CN Br/\(\/)n/\o

n=3 1,5-dibromopentano N TA n=3

En un matraz bola de 10ml de una boca acoplado con agitacidn magnética, se
afnadié 1 equivalente de 4-hidroxibenzaldehido y 1.5 equivalentes de carbonato de
potasio disueltos en 3ml de acetonitrilo. Esta mezcla se agito a temperatura
ambiente durante 1 hora. Posteriormente se acoplo al matraz un embudo de
presiones igualadas que contenia 2ml de acetonitrilo con 3 equivalentes de 1,5-
dibromopentano, se anadié esta mezcla gota a gota al matraz. Al terminar de afadir
se acoplo una columna vigreaux al matraz y las condiciones para mantener una
atmosfera de nitrégeno. Se dej6 agitando a temperatura ambiente durante 7 horas
y la reaccién fue monitoreada por cromatografia de capa fina (CCF) utilizando el
sistema de elucién V. Al observar por la CCF la mancha correspondiente al
precursor se detuvo la agitacion y se rotaevaporo el disolvente. Se obtuvo un liquido
amarillo al cual se le hizo una extraccion con acetato de etilo Agua (agua con
carbonato de sodio), el precursor se extrajo en la fase organica la cual se concentrd

el disolvente y se obtuvo un liquido blanco.

RMN 'H (600 MHz, CDCls) del precursor LAPS-22 5: 9.88 (s, 1H), 7.84 (d,2H),
6.99 (d, 2H), 3.41 (t, 2H), 4.12 (t, 2H), 1.89 (m, 4H), 1.25 (t, 2H).

Sintesis del compuesto Nitrato de 5-(4-formilfenoxi)pentilo LAPS-27

o o]
H H
1.5 eq AgNO O.N
/\(\/)/\ gNUs 2N /\(\/)/\
Br n o > o n o
. CH;CN seco LAPS-27
n= 110°C Monowave50 n=3

LAPS-22
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En un tubo de ensaye del aparato se puso el precursor LAPS-22 en 2ml de
acetonitrilo seco y se adicionaron 1.5 equivalentes de nitrato de plata. Se tapo el
tubo con el tapdn y capa de teflon especial para el aparato para el sistema cerrado.
Se corrieron 5 ciclos de 2 minutos para alcanzar una temperatura de 110°C y 5mbar
de presion, en cada ciclo se monitoreaba la reaccion mediante CCF utilizando el
sistema de elucién IV hasta observar la mancha del precursor esperado. Una vez
terminados los 5 ciclos, mediante un embudo con celita se filtré la reaccion y el
producto se rotaevaporé el disolvente, se le hizo posteriormente una extraccion
utilizando un embudo de separacidén con acetato de etilo: agua. El precursor se
favorecia en la fase organica, la cual se rotaevapord y se obtuvo un liquido café.
Para purificar el precursor se hizo una cromatografia en columna, utilizando como
sistemas de elucion el |, 1l y Ill sucesivamente. Se obtuvo el precursor en estado
fisico de liquido amarillo, el cual se almaceno en el refrigerador y en un frasco ambar
lo mas pronto para evitar su degradacion y posteriormente continuar la siguiente

reaccion.

Sintesis del precursor 4-((5-bromopentil)oxi)-3-metoxibenzaldehido LAPS-23

(o} o
H 3eq H
1.5 eq K,CO;
+ Br/\(\/)n/\Br - =
HO CH,CN %
n=3 1,5-dibromopentano N; TA B
OCH, n=3 OCH;

LAPS-23

En un matraz bola de 10ml de una boca acoplado con agitacidn magnética, se
anadié 1 equivalente de vainillina y 1.5 equivalentes de carbonato de potasio
disueltos en 3ml de acetonitrilo. Esta mezcla se agito a temperatura ambiente
durante 1 hora. Posteriormente se acoplo al matraz un embudo de presiones
igualadas que contenia 2ml de acetonitrilo con 3 equivalentes de 1,5-
dibromopentano, se anadi6 esta mezcla gota a gota al matraz. Al terminar de ahadir
se acoplo una columna vigreaux al matraz y las condiciones para mantener una
atmosfera de nitrégeno. Se dejo agitando a temperatura ambiente durante 11 horas

y la reaccién fue monitoreada por cromatografia de capa fina (CCF) utilizando el
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sistema de elucién V. Al observar por la CCF la mancha correspondiente al
precursor se detuvo la agitacion y se rotaevaporo el disolvente. Se obtuvo un liquido
amarillo al cual se le hizo una extraccion con acetato de etilo:Agua (agua con
carbonato de sodio), el precursor se extrajo en la fase organica la cual se concentré

el disolvente y se obtuvo un liquido amarillo.

RMN 'H (600 MHz, CDCls) LAPS-23 5: 9.83 (s, 1H), 7.42 (m, 1H), 7.05 (d, 1H), 6.96
(d, 1H), 4.11 (t, 2H), 3.97 (s, 3H), 3.42 (t, 2H), 1.89 (dd, 2H), 1.57 (m, 2H), 1.25 (t,
2H).

Sintesis del precursor Nitrato de 5-(4-formil-2-metoxifenoxi)pentilo LAPS-26

(o)
H
1.5eq AgNO3 O,N
/\(\/)/\ \o /\&/)n/\o
CH;CN seco n=3

OCH;3 110°C Monowave50 OCH3

LAPS-23

En un tubo de ensaye del aparato se puso el precursor LAPS-23 en 2ml de
acetonitrilo seco y se adicionaron 1.5 equivalentes de nitrato de plata. Se tapo el
tubo con el tapdn y capa de teflon especial para el aparato para el sistema cerrado.
Se corrieron 5 ciclos de 2 minutos para alcanzar una temperatura de 110°C y Smbar
de presidon, en cada ciclo se monitoreaba la reaccidon mediante CCF utilizando el
sistema de elucion IV hasta observar la mancha del precursor esperado. Una vez
terminados los 5 ciclos, mediante un embudo con celita se filtré la reaccion y el
producto se rotaevaporé el disolvente, se le hizo posteriormente una extraccion
utilizando un embudo de separacion con acetato de etilo: agua. El precursor se
favorecia en la fase organica, la cual se rotaevaporé y se obtuvo un liquido naranja.
Para purificar el precursor se hizo una cromatografia en columna, utilizando como
sistemas de elucién el |, 1l y Il sucesivamente. Se obtuvo el precursor en estado
fisico de liquido amarillo, el cual se almaceno en el refrigerador y en un frasco ambar
lo mas pronto para evitar su degradacion y posteriormente continuar la siguiente

reaccion.
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Sintesis del precursor 3-(3-bromopropoxi)benzaldehido LAPS-28

1.5 eq K,CO; H
//”\\\//”\\Br
CH;CN
N, T.A

LAPS 28
Br

En un matraz bola de 10ml de una boca acoplado con agitacidn magnética, se
afnadié 1 equivalente de 3-hidroxibenzaldehido y 1.5 equivalentes de carbonato de
potasio disueltos en 3ml de acetonitrilo. Esta mezcla se agito a temperatura
ambiente durante 1 hora. Posteriormente se acoplo al matraz un embudo de
presiones igualadas que contenia 2ml de acetonitrilo con 3 equivalentes de 1,5-
dibromopropano, se afiadio esta mezcla gota a gota al matraz. Al terminar de afiadir
se acoplo una columna vigreaux al matraz y las condiciones para mantener una
atmosfera de nitrégeno. Se dejo agitando a temperatura ambiente durante 14 horas
y la reaccién fue monitoreada por cromatografia de capa fina (CCF) utilizando el
sistema de elucién V. Al observar por la CCF la mancha correspondiente al
precursor se detuvo la agitacion y se rotaevaporo el disolvente. Se obtuvo un liquido
amarillo al cual se le hizo una extraccion con acetato de etilo: Agua (agua con
carbonato de sodio), el precursor se extrajo en la fase organica la cual se concentrd

el disolvente y se obtuvo un liquido amarillo.

RMN "H (600 MHz, CDCls) LAPS-28 5: 9.95 (s, 1H), 7.44 (m, 3H), 7.17 (s, 1H), 4.15
(t 2H), 2.02 (s, 2H), 1.02 (m, 2H).

EM (IE): m/z (% int. rel). 244 (M*, 50%), 121.1 (100%)
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Sintesis del precursor Nitrato de 3-(3-formilfenoxi)propilo LAPS-32

(0] (o)
H H
1.5eq AgNO;
CH;CN seco
0 110°C MonowaveS0 fo)
LAPS-28
B LAPS-32
r
02N/

En un tubo de ensaye del aparato se puso el precursor LAPS-28 en 2ml de
acetonitrilo seco y se adicionaron 1.5 equivalentes de nitrato de plata. Se tapo el
tubo con el tapdn y capa de teflon especial para el aparato para el sistema cerrado.
Se corrieron 5 ciclos de 2 minutos para alcanzar una temperatura de 110°C y Smbar
de presion, en cada ciclo se monitoreaba la reaccion mediante CCF utilizando el
sistema de elucion IV hasta observar la mancha del precursor esperado. Una vez
terminados los 5 ciclos, mediante un embudo con celita se filtré la reaccion y el
producto se rotaevaporé el disolvente, se le hizo posteriormente una extraccion
utilizando un embudo de separacion con acetato de etilo: agua. El precursor se
favorecia en la fase organica, la cual se rotaevaporo y se obtuvo un liquido café.
Para purificar el precursor se hizo una cromatografia en columna, utilizando como
sistemas de elucién el |, 1l y Il sucesivamente. Se obtuvo el precursor en estado
fisico de liquido amarillo, el cual se almaceno en el refrigerador y en un frasco ambar
lo mas pronto para evitar su degradacion y posteriormente continuar la siguiente

reaccion.
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Sintesis del precursor 3-(3-bromopropoxi)-4-metoxibenzaldehido LAPS-29

(o)

o)
3
’ e 1.5 eq K,CO; H
+ Br/\/\Br — .
CH,CN Hco
3
HyCO N, TA
o)
OH

LAPS 29
Br

En un matraz bola de 10ml de una boca acoplado con agitacion magnética, se
afadié 1 equivalente de isovainillina y 1.5 equivalentes de carbonato de potasio
disueltos en 3ml de acetonitrilo. Esta mezcla se agito a temperatura ambiente
durante 1 hora. Posteriormente se acoplo al matraz un embudo de presiones
igualadas que contenia 2ml de acetonitriio con 3 equivalentes de 1,5-
dibromopropano, se afiadio esta mezcla gota a gota al matraz. Al terminar de afiadir
se acoplo una columna vigreaux al matraz y las condiciones para mantener una
atmosfera de nitrégeno. Se dej6 agitando a temperatura ambiente durante 12 horas
y la reaccién fue monitoreada por cromatografia de capa fina (CCF) utilizando el
sistema de elucién V. Al observar por la CCF se observaba la mancha
correspondiente al precursor se detuvo la agitacion y se rotaevaporo el disolvente.
Se obtuvo un liquido beige al cual se le hizo una extraccion con acetato de etilo:
Agua (agua con carbonato de sodio), el precursor se quedaba en la fase organica

la cual se concentrd el disolvente y se obtuvo un liquido blanco.

RMN 'H (600 MHz, CDCls) LAPS-29 5: 9.82 (s, 1H), 7.41 (m, 2H), 6.97 (s, 1H), 4.1
(d, 2H), 3.53 (t, 2H) 3.09 (s, 3H), 2.32 (m, 2H).
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Sintesis del precursor Nitrato de 3-(5-formil-2-metoxifenoxi)propilo LAPS-33

(0] (0]
H H
1.5eq AgNO;
H3CO CH;CN seco H3CO
o 110°C Monowave50 fo)
LAPS 29
Br _ o LAPS 33
O,N

En un tubo de ensaye del aparato se puso el precursor LAPS-29 en 2ml de
acetonitrilo seco y se adicionaron 1.5 equivalentes de nitrato de plata. Se tapo el
tubo con el tapdn y capa de teflon especial para el aparato para el sistema cerrado.
Se corrieron 5 ciclos de 2 minutos para alcanzar una temperatura de 110°C y Smbar
de presion, en cada ciclo se monitoreaba la reaccion mediante CCF utilizando el
sistema de elucion IV hasta observar la mancha del precursor esperado. Una vez
terminados los 5 ciclos, mediante un embudo con celita se filtr6 la reaccion y el
producto se rotaevaporé el disolvente, se le hizo posteriormente una extraccion
utilizando un embudo de separacion con acetato de etilo: agua. El precursor se
favorecia en la fase organica, la cual se rotaevaporé y se obtuvo un liquido naranja.
Para purificar el precursor se hizo una cromatografia en columna, utilizando como
sistemas de elucién el |, 1l y Il sucesivamente. Se obtuvo el precursor en estado
fisico de liquido amarillo, el cual se almaceno en el refrigerador y en un frasco ambar
lo mas pronto para evitar su degradacion y posteriormente continuar la siguiente

reaccion.
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Sintesis del precursor 3-((5-bromopentil)oxi)benzaldehido LAPS-31

(o]
o)
3
Y e 1.5 eq K,CO; H
+ B X g ————
CH,CN

n=3 1,5-dibromopentano N, TA

OH

LAPS-31
Br

En un matraz bola de 10ml de una boca acoplado con agitacidn magnética, se
afnadié 1 equivalente de 3-hidroxibenzaldehido y 1.5 equivalentes de carbonato de
potasio disueltos en 3ml de acetonitrilo. Esta mezcla se agito a temperatura
ambiente durante 1 hora. Posteriormente se acoplo al matraz un embudo de
presiones igualadas que contenia 2ml de acetonitrilo con 3 equivalentes de 1,5-
dibromopentano, se afadié esta mezcla gota a gota al matraz. Al terminar de afadir
se acoplo una columna vigreaux al matraz y las condiciones para mantener una
atmosfera de nitrégeno. Se dejo agitando a temperatura ambiente durante 15 horas
y la reaccién fue monitoreada por cromatografia de capa fina (CCF) utilizando el
sistema de elucién V. Al observar por la CCF la mancha correspondiente al
precursor se detuvo la agitacion y se rotaevaporo el disolvente. Se obtuvo un liquido
beige al cual se le hizo una extraccion con acetato de etilo:Agua (agua con
carbonato de sodio), el precursor se extrajo en la fase organica la cual se concentrd

el disolvente y se obtuvo un liquido blanco.

RMN *H (600 MHz, CDCls) LAPS-31 §: 9.98 (s, 1H), 7.46 (m,1H), 7.40 (d, 1H), 7.26
(s, 1H), 7.18 (dd, 1H), 3.56 (t, 2H), 3.41 (t, 2H), 2.35 (m, 2H), 1.89 (m, 2H), 1.26 (t,
2H).
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Sintesis del precursor Nitrato de 5-(3-formilfenoxi)pentilo LAPS-34

(0] (o)
H H
1.5eq AgNO;
CH;CN seco
0 110°C MonowaveS0 fo)
QS S

n=3

n=3
Br LAPS-31 o

o,N~  LAPS:34

En un tubo de ensaye del aparato se puso el precursor LAPS-31 en 2ml de
acetonitrilo seco y se adicionaron 1.5 equivalentes de nitrato de plata. Se tapo el
tubo con el tapdn y capa de teflon especial para el aparato para el sistema cerrado.
Se corrieron 5 ciclos de 2 minutos para alcanzar una temperatura de 110°C y Smbar
de presion, en cada ciclo se monitoreaba la reaccion mediante CCF utilizando el
sistema de elucion IV hasta observar la mancha del precursor esperado. Una vez
terminados los 5 ciclos, mediante un embudo con celita se filtré la reaccion y el
producto se rotaevaporé el disolvente, se le hizo posteriormente una extraccion
utilizando un embudo de separacidén con acetato de etilo: agua. El precursor se
favorecia en la fase organica, la cual se rotaevapord y se obtuvo un liquido café.
Para purificar el precursor se hizo una cromatografia en columna, utilizando como
sistemas de elucién el |, 1l y Il sucesivamente. Se obtuvo el precursor en estado
fisico de liquido naranja, el cual se almaceno en el refrigerador y en un frasco ambar
lo mas pronto para evitar su degradacion y posteriormente continuar la siguiente

reaccion.
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Sintesis del precursor 3-((5-bromopentil)oxi)-4-metoxibenzaldehido LAPS-30

(o}
(o}

3
Y e 1.5 eq K,CO;3 H
+ B X gy ————
CH,CN
H,CO
H3;CO n=3 1,5-dibromopentano N, TA
o
OH
n=3 ¥ LAPS-30

Br

En un matraz bola de 10ml de una boca acoplado con agitacion magnética, se
afadié 1 equivalente de isovainillina y 1.5 equivalentes de carbonato de potasio
disueltos en 3ml de acetonitrilo. Esta mezcla se agito a temperatura ambiente
durante 1 hora. Posteriormente se acoplo al matraz un embudo de presiones
igualadas que contenia 2ml de acetonitriio con 3 equivalentes de 1,5-
dibromopentano, se anadioé esta mezcla gota a gota al matraz. Al terminar de afadir
se acoplo una columna vigreaux al matraz y las condiciones para mantener una
atmosfera de nitrégeno. Se dejo agitando a temperatura ambiente durante 13 horas
y la reaccién fue monitoreada por cromatografia de capa fina (CCF) utilizando el
sistema de elucién V. Al observar por la CCF la mancha correspondiente al
precursor se detuvo la agitacion y se rotaevaporo el disolvente. Se obtuvo un liquido
beige al cual se le hizo una extraccion con acetato de etilo:Agua (agua con
carbonato de sodio), el precursor se extrajo en la fase organica la cual se concentrd

el disolvente y se obtuvo un liquido amarillo.

RMN 'H (600 MHz, CDCls) LAPS-30 §: 9.97 (s, 1H), 7.45 (dd, 1H), 7.38 (d, 1H),
7.13 (dd, 1H), 4.12 (m, 2H), 3.41 (t, 2H), 2.04 (s, 3H), 1.89 (m, 2H), 1.60 (m, 2H),
1.26 (t, 2H).
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Sintesis del precursor Nitrato de 5-(5-formil-2-metoxifenoxi)pentilo LAPS-35

o} o
H H
1.5eq AgNO;
H3CO CH;CN seco H3CO
o)

0 110°C Monowave50
=3

S n 4
n=3
LAPS-30
LAPS-35
Br (o)

O,N

En un tubo de ensaye del aparato se puso el precursor LAPS-30 en 2ml de
acetonitrilo seco y se adicionaron 1.5 equivalentes de nitrato de plata. Se tapo el
tubo con el tapdn y capa de teflon especial para el aparato para el sistema cerrado.
Se corrieron 5 ciclos de 2 minutos para alcanzar una temperatura de 110°C y Smbar
de presion, en cada ciclo se monitoreaba la reaccion mediante CCF utilizando el
sistema de elucién IV hasta observar la mancha del precursor esperado. Una vez
terminados los 5 ciclos, mediante un embudo con celita se filtré la reaccion y el
producto se rotaevaporo el disolvente, se le hizo posteriormente una extraccion
utilizando un embudo de separacion con acetato de etilo: agua. El precursor se
favorecia en la fase organica, la cual se rotaevapord y se obtuvo un liquido café.
Para purificar el precursor se hizo una cromatografia en columna, utilizando como
sistemas de elucién el |, Il y Il sucesivamente. Se obtuvo el precursor en estado
fisico de liquido amarillo, el cual se almaceno en el refrigerador y en un frasco ambar
lo mas pronto para evitar su degradacion y posteriormente continuar la siguiente

reaccion.
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