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1. INTRODUCCION

La diabetes es una enfermedad cronica caracterizada por la concentracion elevada de
glucosa en la sangre (hiperglucemia), esta condicién es causada por una deficiencia
en la secrecion de insulina o por la incapacidad del organismo para utilizarla
eficazmente.! Esta enfermedad esta caracterizada por una desregulacion de los
niveles de glucosa en sangre, aumento progresivo de la resistencia a la insulina y
disminucion de la funcion de las células pancredticas lo cual conlleva a futuras
complicaciones como retinopatias, nefropatias, neuropatias y un alto riesgo de sufrir
accidentes vasculares.?

En 2021 la IDF report6 537 millones de personas diagnosticadas con diabetes, (México
con 14 millones de personas) y se estima que esta cifra aumentara a 783 millones de
personas en 20452 Por lo tanto, este proyecto se enfoca en la blUsqueda de
compuestos bioactivos para el tratamiento de la diabetes tipo 2 (DT2), la cual se ha
convertido en un importante problema de salud publica a nivel mundial ya que afecta
a millones de personas y presenta una alta prevalencia y mortalidad.

Dentro del tratamiento farmacoldgico disponible en el control de la diabetes se incluyen
los secretagogos de insulina, como las sulfonilureas o glitazonas, los
antihiperglucemiantes, como metformina o las glinidas, ademas de otros farmacos con
diferentes mecanismaos, como los bloqueadores del cotransportador de sodio-glucosa
tipo 2 como dapaglifozina y los inhibidores de Dipeptidil peptidasa-4 como sitagliptina.
Sin embargo, esos tratamientos no proporcionan un control glicémico satisfactorio en
muchos pacientes. Es por eso que en este proyecto se pretende contribuir con
compuestos novedosos que posean la propiedad multitarget, siendo agonistas de los
receptores PPAR-y y GPR40, y ademas inhibidores de la enzima aldosa reductasa,
dianas asociadas con la diabetes tipo 2 que puedan mantener niveles éptimos de

glucosa en sangre y por otra parte reducir los efectos adversos a largo plazo.*

10
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2. ANTECEDENTES

2.1.Definicion de la diabetes y estadisticas

La diabetes es una enfermedad metabdlica crénica caracterizada por concentraciones
elevadas de glucosa en la sangre que ocurre cuando el organismo no produce insulina
en cantidades suficientes, o por la resistencia a la insulina en los tejidos donde ejerce
su actividad. 1356

La diabetes es un problema de salud importante que ha alcanzado niveles alarmantes:
hoy, mas de 500 millones de personas estan viviendo con diabetes en todo el mundo.
En 2021 la Federacién Internacional de la Diabetes (IDF) reporté que 537 millones de
personas en el mundo padecen diabetes. Se prevé que para el afio 2030 se alcanzaran
643 millones de casos, y un estimado de 783 millones de pacientes con diabetes para
el afio 2045 (Figura 1). 3

I

2045 i i

— . 0 ’ [
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o ; & Aumento ® Aumento
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¢ Aumento
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« Aumento

PN 73millones

4

Figura 1. Nimero de personas con diabetes por region a nivel mundial.

La IDF report6 en 2021 que México se encuentra en el séptimo lugar de los diez paises
con mayor numero de personas diagnosticadas con este padecimiento (14.1 millones
de personas) y se prevé que esta cifra aumentara a 21.2 millones aproximadamente
para el 2045 (Figura 2).3
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Numero de Numero de
Posicion Paiso personas Posicién Paiso personas
territorio  con diabetes territorio  con diabetes
(millones) (millones)
1 China 140.9 1 China 174.4
2 India 74.2 2 India 1249
3 Pakistan 33.0 3 Pakistan 62.2
4 E.U.A 32.2 4 E.U.A. 36.3
5 Indonesia 19.5 5 Indonesia 28.6
6 Brasil 15.7 6 Brasil 23.2
7 México 14.1 7 Bangladesh 22.3
8 Bangladesh 13.1 8 México 21.2
9 Japon 11.0 9 Egipto 20.0
10 Egipto 10.9 10 Turquia 13.4

Figura 2. Los diez paises con mayor poblacion de adultos (20-79) con diabetes.

2.2.Clasificacion de la diabetes

De acuerdo con la OMS, la diabetes se clasifica en tres principales tipos: diabetes tipo
1, diabetes tipo 2 y diabetes gestacional (Figura 3). A continuacion, se describen cada
una de ellas: *

Diabetes tipo 1J Diabetes tipo 2 Diabetes gestacional'

Figura 3. Tipos de diabetes.

Diabetes de tipo 1:

Este tipo de diabetes también conocido como insulinodependiente, se caracteriza por
la destruccion de las células B-pancreéticas de los islotes de Langerhans por parte de
una respuesta inmune, lo que provoca deficiencia en la produccion de insulina y el
incremento de niveles de glucosa en sangre. El principal tratamiento para este tipo de
diabetes es la administracion diaria de insulina y una dieta estricta baja en

carbohidratos. 17

12
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Diabetes de tipo 2:

Tipo de diabetes también conocido como no insulinodependiente, se caracteriza por
una incorrecta sefializacion de la insulina por lo que impide su funcionamiento normal,
provocando niveles elevados de glucosa en la sangre. Esta enfermedad esti en
relacion con pacientes que padecen sindrome metabdlico, ya que dentro de los

factores para desarrollar DT2 se encuentra la obesidad y la inactividad fisica. 138
Diabetes gestacional:

En la diabetes gestacional (DG) se detectan niveles elevados de glucosa en sangre
durante el embarazo, sin embargo, los niveles estan por debajo de los criterios de
diagnostico de diabetes. Generalmente se hace notorio su desarrollo durante el
segundo o tercer trimestre de gestacion, pero puede ocurrir en cualquier etapa del
embarazo. La hiperglucemia en estos pacientes es temporal, desaparece tras el
término del embarazo, aunque tanto la madre como hijos pueden incrementar el riesgo
de desarrollar DT2 en el futuro. Las mujeres con DG tienen mayor riesgo de padecer

complicaciones durante el periodo gestacional o en el parto. **°

2.3.Diabetes tipo 2

Este proyecto se enfoca en la busqueda de compuestos bioactivos para el tratamiento
de la DT2, la cual es mas comun que la diabetes tipo 1 y la diabetes gestacional,
representa alrededor del 90% de la poblacién diagnosticada con esta enfermedad. Se
ha observado que este padecimiento se presenta principalmente en personas mayores
de 40 afios, y esta relacionada con una dieta no saludable, obesidad y un estilo de

vida sedentaria.

La diabetes tipo 2 se caracteriza por la resistencia a la insulina en los tejidos
periféricos, como el higado, el muisculo esquelético y el tejido adiposo; niveles
elevados de glucosa en sangre y una consecuente deficiencia de insulina. La
insulinorresistencia que se presenta, provoca que las células pancreéticas produzcan
en exceso insulina que traerd como consecuencia el deterioro progresivo de las células

pancredticas y un déficit en la secrecion de insulina. 1310

2.4.Diagndstico

La diabetes puede detectarse midiendo los niveles de glucosa en la sangre, diversas
instituciones de salud tienen criterios establecidos para el correcto diagndstico de esta

enfermedad y, a pesar de que difieren en los valores, éstos convergen en el uso de 4

13
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pruebas esenciales. En México la Norma Oficial Mexicana NOM-015-SSA2-2010 “Para
la prevencion, tratamiento y control de la diabetes mellitus” indica que se considera

que una persona tiene diabetes si cumple con los siguientes criterios: 31!

» Presencia de sintomas clasicos (polidipsia, poliuria y polifagia) y una glucemia
plasmatica casual > 200 mg/dL.

»= Glucemia plasmética en ayuno > 126 mg/dL,

»  Glucemia > 200 mg/dL dos horas después de una carga oral de 75 g de glucosa
disuelta en agua.

En ausencia de los sintomas caracteristicos, y como medida confirmatoria, se deben

repetir las pruebas en un dia distinto.

La hemoglobina glicosilada es otra prueba qué ayuda para el diagnéstico de diabetes,

en los pacientes diabéticos se usa como un marcador para evaluar la eficacia del

control de la enfermedad. Se debe mantener un valor de HbA;. del 6.5%, segun lo

recomendado por la asociacién americana de endocrinologia clinica. 2

2.5.Fisiopatologia de la diabetes
2.5.1. Liberacién de insulina

El pancreas es un 6rgano que esta situado en la parte superior abdominal y posterior
al estbmago, y esta conformado por células acinares (funcién exocrina) y por islotes

de Langerhans (funcién enddcrina).

Los islotes de Langerhans contienen en su interior al menos 4 tipos de células
encargadas de la produccion de hormonas con cierta actividad metabdlica, las cuales

se describen en la Tabla 1.13

Tabla 1. Células que conforman los islotes de Langerhans.

Tipo De Células Hormona Actividad Metabdlica

(v} Glucagoén Eleva los niveles de glucosa en sangre.

B Insulina Disminuye los niveles glucémicos.

6 Somatostatina Inhibe la liberacién de glucagén e insulina.

€ Grelina Regula el equilibrio energético.

F Polipéptido pancreatico Inhibe las secreciones exocrinas del pancreas.

Las células B-pancreaticas estan especializadas en la produccion y el almacenamiento
de la insulina, dichos mecanismos son regulados por factores de transcripcion que

modulan la expresion, sintesis y secrecion de insulina.
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La insulina fue descubierta por Banting y Best en 1921, es un péptido compuesto de
51 aminoacidos dispuestos en 2 cadenas polipeptidicas (cadena A y cadena B) que

estan unidas por puentes disulfuro (Figura 4).

1

1 5 | 10 | 15 20
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5 f‘/

Figura 4. Estructura de la insulina.

La insulina es una hormona que esta encargada de regular una variedad de funciones

fisiolégicas, las cuales se mencionan a continuacion: °

o Aumenta la absorcion de glucosa en las células del musculo y en tejido adiposo.

o Inhibe la gluconeogénesis, glucogendlisis y la cetogénesis en el higado.
o Regula la actividad de enzimas claves en el metabolismo.
o Regula la contractilidad cardiaca y el tono vascular.
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.
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e .
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Figura 5. Mecanismos moleculares de la liberacion de insulina.'®
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Los mecanismos moleculares de la secrecidén de insulina (Figura 5) se inician con la
deteccion de glucosa en la sangre y su ingreso en las células B-pancreaticas mediante
la proteina transportadora GLUT-2. Se incrementa el ATP provocando el cierre de los
canales de K* sensibles a ATP, lo que ocasiona una despolarizacion de la membrana
y la consiguiente apertura de los canales de calcio (Ca®*) dependientes de voltaje. El
flujo de Ca?* extracelular al interior de la célula hara que se fusionen los granulos de

insulina y se libere dicha hormona.*15

2.5.2. Resistencia alainsulina

La resistencia a la insulina es una caracteristica de la DT2 que ocurre cuando los
tejidos blanco de la insulina (musculo, tejido adiposo e higado) no pueden reconocer
de manera adecuada a la insulina, provocando que no se lleve a cabo de manera
correcta la sefializacién, ocasionando un aumento de la concentracion de glucosa en
sangre. [Esta alteracibn es causada por mutaciones o0 modificaciones
postraduccionales que ocasionan: 17

e Disminucién del nimero de receptores de insulina o de su actividad catalitica.

¢ Disminucion de la actividad de proteinas cinasas implicadas en la sefializacion

de la insulina (PI3K y Akt).
e Aumento de la fosforilacién de los residuos de Ser/Thr.
e Aumento de la actividad de las fosfatasas de residuos de tirosina.

o Defectos en la expresiéon y funciéon de GLUT-4.

2.5.3. Sefnalizacién

El receptor de Insulina (IR) es una proteina que esta formada por 4 subunidades, 2 o
de 135 KDa y 2 3 de 95 KDa. El IR pertenece a la familia de receptores con actividad

tirosin-cinasa que es activado por la insulina.

El mecanismo de sefializacion (Figura 6) se da por la unién de la insulina a la
subunidad o del IR lo que provoca un cambio conformacional de la proteina que induce
la actividad catalitica y la autofosforilacion de varios residuos de tirosina (Tyr)
localizados en la subunidad B. Los residuos de Tyr fosforilados son reconocidos por
proteinas adaptadoras, donde se incluyen la familia del sustrato del receptor de
insulina (IRS), principalmente los IRS-1y los IRS-2. Los IRS desencadenan cascadas

de sefializacion intracelular via segundos mensajeros como la via de las cinasas
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activada por mitdbgeno/RAS (MAPK/RAS) vy la via de la fosfatidilinositol-3-cinasa
(PI3K/Akt).

La via PI3K/Akt es importante en acciones metabdlicas, como la translocacion de
GLUT-4 hacia la membrana en las células del musculo y tejido adiposo, la sintesis de
glucdgeno, en la adipogénesis y en la sintesis de proteinas. La translocacion de GLUT-
4 en la membrana permitira el ingreso de glucosa al interior de la célula y se

disminuiran los niveles de glucosa en la sangre.

Por otro lado, en la via de las cinasas MAPK/Ra regula la proliferacion, la diferenciaciéon

y el crecimiento celular, la adipogénesis y la expresion genética de la insulina. *°

u|o

Glucosa

@ — Gt % o T
¢ g / l\/* f\//

Receptor
de Insulina

oLUT4
GI.UT-#
OLUT4

PRUEK AS160
J * Adlpogenws Rab-GTP A Transporte
P GEF de Glucosa
@ A Sintesis de
Glucogeno Rab-GDP
Crecimiento y

Diferenciacion Celular

Figura 6. Vias de sefializacion de la insulina. 1°

2.6. Tratamiento farmacolégico

Los medicamentos para la diabetes que se muestran en la Figura 7 se pueden
clasificar en dos categorias: a) Agentes que aumentan el suministro de insulina, como
las sulfonilureas, los inhibidores de DPP4 y los analogos de GLP-1; b) Agentes que
mejoran la eficacia de la insulina, tales como las biguanidas y las tiazolidindionas. Sin
embargo, es importante mencionar que existen farmacos con otros mecanismos de

accién como los bloqueadores de SGLT2, o los inhibidores de la a-glucosidasa. 121518
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Figura 7. Farmacos empleados para el tratamiento de la DT2.

2.6.1. Biguanidas

Los farmacos mas conocidos de este grupo son la metformina, la fenformina y la
buformina, de los cuales la metformina es en la actualidad ampliamente usada para el
tratamiento de la diabetes, mientras que buformina y fenformina ya han sido retirados
del mercado debido a que se reportaron casos con acidosis lactica. Las biguanidas
son moléculas derivadas de la Galegina (Figura 8), un producto natural obtenido a
partir de Galega officinalis. Quimicamente, la galegina es un isoprenoide derivado de
la guanidina, mientras que metformina es una biguanida (dos moléculas guanidina

fusionadas) con sustituyentes adicionales. *°

NH  NH
)\/\ I )J\ )J\
/\/\
N N NH
)\ H H ?
\ N NH,
. Buformina
Galegina
NH NH NH NH
~
N N NH, N NH
| H H H ?
Metformina Fenformina

Figura 8. Estructura quimica de Galegina y de farmacos biguanidas.
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El mecanismo de accién propuesto para este farmaco es la disminucién de produccién
de glucosa en el higado, por inhibicion de gluconeogénesis. La metformina inhibe
especificamente al complejo de la cadena respiratoria I en las mitocondrias de manera
reversible no competitiva. Se ha observado que metformina activa la cinasa activada
por AMP, la cual estd envuelta en la inhibicibn de enzimas cruciales en la
gluconeogénesis. Ademas, la metformina incrementa los niveles de AMP intracelular

lo que disminuye la gluconeogénesis estimulada por glucagén en el higado. %2

2.6.2. Sulfonilureas

Las sulfonilureas (SU) son farmacos antidiabéticos que estimulan la secrecion de
insulina. Su mecanismo de accién consiste en el cierre de los canales de potasio
dependientes de ATP (Karp). Cuando la SU se une al receptor de sulfonilurea (SUR1)
ubicado en el sitio regulador del canal de Karp Ocurre un bloqueo de este canal y se
inicia la sefalizacién que promueve la liberacién de insulina. Este modo de accion es
independiente de los valores de glucosa, por lo tanto, constituye un riesgo de
hipoglucemia en mas del 10% de la poblacién que consume esta clase de farmacos.
En la Figura 9 se puede observar la estructura quimica de las sulfonilureas de segunda
generacién, las cuales son mas usadas que las de primera generacién (clorpropamida,

tolbutamida, tolazamida y acetoxamida). 222
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Figura 9. Estructura quimica de algunas sulfonilureas.
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2.6.3. Glinidas

Las glinidas, también llamadas megliptinas, son farmacos empleados para el
tratamiento de DT2 del grupo de los secretagogos de insulina, su mecanismo de accion
consiste en el bloqueo de los canales de K* dependiente de ATP. Se ha observado
gue son eficaces para reducir los niveles de glucosa postprandial y de hemoglobina
glucosilada, ademas un efecto aditivo cuando se usa en combinacién con metformina
y glitazonas. Una de las ventajas de esta clase de farmacos es el reducido riesgo de
hipoglucemia debido a que su accién es dependiente de los niveles de glucosa. 242¢

En la Figura 10 se muestran a los tres farmacos representativos de este grupo que

fueron desarrollados en la década de los 90’s: nateglinida, repaglinida y mitiglinida.

(@) OH
i \\\\\\‘ N O/\
N H
H
/kO,,,, ;\O
/,,/(
Nateglinida Repaglinida
';'
: A ;

Mltlgllnlda
Figura 10. Estructura quimica de las glinidas.

2.6.4. Inhibidores de la a-glucosidasa

Los inhibidores de a-glucosidasa son farmacos antihiperglucémicos que actiian como
inhibidores competitivos reversibles de la a-glucosidasa en el intestino delgado,
interrumpiendo la hidrélisis de los polisacaridos y disacaridos en glucosa, al inhibir
estas enzimas se retrasa la absorcion de la glucosa y por lo tanto contribuye a mejorar

los niveles de glucosa postprandial.

Dentro de este grupo se encuentran acarbosa, miglitol y voglibosa (Figura 11) los
cuales no presentan riesgo de hipoglucemia o aumento de peso corporal. Los efectos
adversos que se presentan mayormente son diarrea, dolor abdominal y flatulencias),

y debido a la poca tolerancia se prescriben con poca frecuencia.?
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Figura 11. Estructura quimica de los inhibidores de a-glucosidasa.

2.6.5. Analogos de GLP-1

El péptido similar al glucagén (GLP-1) y el polipéptido inhibidor gastrico (GIP) son
incretinas enddgenas secretadas en respuesta a la ingesta de nutrientes, que juegan
un rol importante en el metabolismo de la glucosa: estimulan la salida de insulina de
las células pancreaticas, disminuyen la secrecién de glucagon y atentan la glucosa
postprandial. Los pacientes con diabetes tipo dos son parcialmente deficientes para
secretar GLP-1. Por lo tanto, los primeros moduladores de incretina incluyen analogos
de GLP 1 o miméticos que sean agonistas funcionales del GLP-1. 23!

El primer miembro de esta clase que fue aprobado fue la exenatida (inyectable) un
agonista del receptor de GLP-1, el cual ha mostrado ser eficaz en combinacién con
metformina y/o sulfonilureas o glitazonas al disminuir los niveles de hemoglobina
glicosilada a 1%. Los efectos adversos mas frecuentes son nauseas y vomitos, cabe
mencionar que no parecen presentar riesgo de hipoglucemia, ni falla cardiaca.
Algunos otros farmacos de esta clase de antidiabéticos son los analogos de GLP-1

donde se incluyen liraglutida, semaglutida y dulaglutida (Figura 12). 3132
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Figura 12. Farmacos anélogos de GLP-1.3!

2.6.6. Inhibidores de la dipeptidildipeptidasa-4 (DPP-4)

La enzima DPP-4 es una enzima ampliamente expresada en muchos tejidos
(incluyendo higado, rifién pulmén y el intestino delgado) que degrada rapidamente a
GLP-1 y GIP, incretinas involucradas en la secrecién de insulina, y como resultado la
vida media (T12) de las incretinas se reduce a minutos.313334

Los inhibidores de la DPP-4 actian de manera competitiva reversible sobre la enzima,
aumentando el Ty y elevando la concentracion de las incretinas GLP-1 y GIP en su
forma biolégicamente activa, lo que permite restaurar la secrecién de insulina y, por
ende, normalizar los niveles de glucosa en sangre en los pacientes con DT2. Los
farmacos mas usados son sitagliptina, linagliptina, vildagliptina, saxagliptina vy
alogliptina (Figura 13) capaces de inhibir la actividad catalitica de DPP-4 hasta en un
70-90%.34%
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Figura 13. Estructura quimica de los inhibidores de DPP-4.

2.6.7. Blogueadores del co-transportador sodio glucosa tipo 2

El cotransportador de sodio glucosa tipo 2 (SGLT-2), constituye una diana terapéutica
de interés para disminuir los niveles de glucosa en sangre de manera independiente
de insulina en los pacientes diabéticos. De manera normal, el SGLT-2 permite la
reabsorcién de glucosa en el tibulo contorneado proximal de alrededor del 90% de la
glucosa filtrada en los glomérulos de los rifiones para evitar que ésta se elimine en la
orina (glucosuria). En pacientes con diabetes es necesario el bloqueo de este co-
transportador para que la glucosa sea eliminada en la orina y se disminuya el nivel de
glucemia, asi como los valores de hemoglobina glucosilada, sin embargo, se presentan

algunos efectos adversos como infecciones del tracto urinario o cetoacidosis.33’

Los bloqueadores del SGLT-2 méas conocidos en el mercado son dapagliflozina y

canagliflozina, cuya estructura quimica se muestra en la Figura 14.
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Figura 14. Estructura quimica de los bloqueadores del SGLT-2.
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2.6.8. Tiazolidindionas

Las tiazolidindionas o glitazonas son farmacos antidiabéticos insulinosensibilizadores
gue mejoran el control metabdlico disminuyendo los valores glucémicos en los
pacientes diabéticos. El mecanismo de accion se basa en el agonismo del receptor
PPAR-y dando como efecto terapéutico una reduccién de la resistencia a la insulina en

el tejido adiposo, en musculo y en el higado. 3

En la Figura 15 se muestra la estructura quimica de las tiazolidindionas, desarrolladas
hace 30 afios: troglitazona, rosiglitazona y pioglitazona, de las cuales troglitazona y
rosiglitazona fueron retiradas del mercado, el primero por ser hepatotéxico, mientras
gue el segundo se relacioné con problemas cardiotéxicos y solo la dltima permanece
en el mercado. El uso de pioglitazona se ha relacionado con riesgo de fractura 6sea
en las mujeres y no se recomienda el uso en personas con osteoporosis, ademas esta
contraindicada en personas con falla cardiaca debido a que esta asociada con edema

y aumento de peso.'?
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Figura 15. Estructura quimica de las Tiazolidindionas.
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2.7.Blancos terapéuticos actuales y novedosos

2.7.1. PPAR-y

Los receptores activados por proliferador de peroxisomas (PPARs) son miembros de
la superfamilia de receptores nucleares responsables de funciones metabdlicas como

el metabolismo, el crecimiento y diferenciacion celular y de homeostasis energética.

Existen tres isotipos: PPAR-a, PPAR-y y PPAR-5. Cada subtipo regula genes diana
especificos en los tejidos actuando como reguladores de la homeostasis de glucosa y
sensores de lipidos. Las isoformas PPARa y PPAR-y son los objetivos moleculares de
varios medicamentos de la clase de farmacos hipolipidémicos como los fibratos y de

la clase de farmacos sensibilizadores de la insulina como las tiazolidindionas

respectivamente. 3940

PPAR-y es un factor de transcripcion activado por ligando que esta altamente
expresado en los adipocitos, promueve la captacion de lipidos, su activacion regula el
metabolismo de carbohidratos y disminuye los niveles de lipidos en la sangre. El
receptor PPAR-y esté situado en el reticulo endoplasmico, y al unirse con su ligando
(endbégeno o sintético) puede resultar en un proceso de transactivacion o de
transrepresion de genes. Como se puede observar en la Figura 16 ocurre cuando éste
se une a su ligando para después formar un heterodimero con el receptor retinoide X
(RXR) y trasloca al nucleo donde es reconocido por la region promotora de los genes
diana y ocurre un cambio conformacional que resulta en la transcripcién o represion
de los genes implicados en el metabolismo de lipidos y en el balance energético,
incluyendo los que codifican para la proteina transportadora de &cidos grasos, la

enzima glucoquinasa, el transportador de glucosa GLUT4, etc.*
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Figura 16. Mecanismos de regulacion genética via PPAR-y.

2.7.2. Agonistas del receptor PPAR-y

Actualmente la pioglitazona es un farmaco del grupo de las tiazolidindionas que es
usado en el tratamiento de la DT2 debido a su accion farmacol6gica como agonista
del receptor PPAR-y. Sin embargo, el uso de este farmaco se ha asociado con varios
efectos adversos, como aumento de peso, fracturas Oseas, complicaciones
cardiovasculares y edema, por lo tanto se realizan continuos esfuerzos en la busqueda
de compuestos con actividad agonista sobre el receptor PPAR-y que no presenten

tantos efectos adversos.*?

La estructura farmacoforica de los agonistas de PPAR-y consta de cuatro partes: un
grupo de cabeza acida, un anillo aromatico, un enlazador que consiste en unidades de
metileno flexibles y una fraccién de cola hidrofébica. El grupo de cabeza &cida es
crucial ya que forma una red de enlaces de hidrégeno con los residuos polares clave
gue se encuentran en la cavidad de unién al ligando: Gln 286, Ser 289, His 323, Tyr
327, Lys 367, His 449 y Tyr 473. La fraccion hidrofobica, ocupa la gran cavidad del
dominio de unién al ligando interactuando con los residuos hidrofébicos, como lle281,
Gly284, lle341, y Leu353. En la Figura 17 se muestra las caracteristicas quimicas de
los agonistas de PPAR-y (lado izquierdo), y la estructura cristalogréfica de PPAR-y con
el compuesto rosiglitazona donde se observan los amino&cidos clave presentes en el

sitio de unién al ligando (lado derecho). #?
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Figura 17. Sitio de union de los agonistas de PPAR-y. 42

2.7.3. GPR40

El receptor acoplado a proteina G 40 (GPR40), también denominado receptor de acido
graso libre 1 (FFAL), es un receptor transmembranal de siete dominios que esta
acoplado a la proteina G (GPCR) y esta ampliamente expresado en las células B-
pancreaticas cuya activacion por ligandos provoca una mayor secrecion de insulina

dependiente Unicamente de niveles elevados de glucosa.

Por lo tanto GPR40 se ha convertido en una interesante diana terapéutica para el
tratamiento de la DT2 ya que tiene un escaso o nulo riesgo de hipoglucemia en
comparacion con otros farmacos secretagogos disponibles actualmente en el

mercado. #

La union de los acidos grasos a GPR40 parece activar el complejo proteico Gag/11, lo
gue resulta en la activacion de la fosfolipasa C (PLC). La PLC hidroliza los lipidos de
la membrana que contienen fosfatidilinositol para generar inositol 1,4,5-trisfosfato (IP3)
y diacilglicerol (DAG). A su vez, el IP3 induce el aumento de los niveles de Ca?
intracelular que se produce después de la activacion del GPR40. ElI DAG induce la
fosforilacion y la activacion de la fosfolipasa D1 (PKD1), que modula la reorganizacion
de la red de actina cortical que se encuentra debajo de la secrecion de insulina de

segunda fase (Figura 18).4546
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Figura 18. Mecanismo molecular de liberacion de insulina via GPR40. 46

2.7.4. Agonistas del receptor GPR40

Varios estudios han reportado que los acidos grasos de cadena larga o mediana, como
el &cido linoleico o el acido docosahexaenoico pueden actuar como ligandos
enddgenos de GPR40 y activarlo (Figura 19). 434748

/\/\WJ\OH

Acido linoleico

Acido docosahexaenoico

Figura 19. Ligandos enddgenos del receptor GPR40.

Basados en la estructura del &cido docosahexaendico, se encontré que el acido 3-(4
hidroxifenil)propanoico mostraba cierta actividad como agonista de GPR40 y con base
en estos resultados se han realizado modificaciones en su estructura en la busqueda

de un compuesto con buena actividad biolégica sobre esta diana terapéutica.*®

e
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Los compuestos TAK-875, GW9508, TUG-770 y ACB-1 (Figura 20) han mostrado

actividad agonista sobre GPR40 en ensayos in vivo*®“°, de los cuales el compuesto

TAK-875 (fasiglifam) fue seleccionado para pruebas clinicas de fase lll, sin embargo,

este fue descontinuado debido a hepatotoxicidad.*®
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Figura 20. Agonistas del receptor GPR40.

El farmacadforo tipico de los agonistas de GPR40 consta de 4 regiones: una cabeza
acida, un anillo aromatico central, un espaciador flexible y una cola hidrofébica, cabe
resaltar que estas caracteristicas farmacoféricas son muy similares a las de los
agonistas de PPAR-y, y por lo cual se le ha denominado farmacoforo unificado de
compuestos antidiabéticos. ' La importancia de la presencia de estos grupos radica
en las interacciones presentes entre la cabeza acida y los aminoacidos polares
presentes en la cavidad alostérica Arg-183,Arg-258, Tyr-91 y Tyr-240, dichas

interacciones pueden observarse en la Figura 21.5051
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Figura 21. Sitio de unién de los agonistas de GPR40 5!

2.7.5. Aldosareductasa

La aldosa reductasa es una enzima aldo ceto-reductasa dependiente de NADPH
gue, en condiciones normales, juega un papel importante en la degradacion de
aldehidos toxicos principalmente originados por la peroxidacién de lipidos. Sin

embargo, en condiciones de hiperglucemia (Diabetes), la aldosa reductasa juega un
papel crucial en la conversion de glucosa en sorbitol mediante la reduccién del
aldehido en un alcohol. El sorbitol es oxidado a fructosa por la enzima sorbitol

deshidrogenasa (Figura 22). 4052

H o} OH
~NF N ~
NADPH NADP + OH
H—l—0oH ¢——O0H NAD NADH e
HO——H U HO——" U °
1 HO——H
H——0H » M oH >
H——OH , H——OH
H—7—0H Aldosa Sorbitol I
on reductasa ~on | Deshidrogenasa §
Glucosa Sorbitol OH
Fructosa

Figura 22. Via de los polioles.

El sorbitol tiende a acumularse en la célula y aumenta su osmolaridad, y el desbalance
osmolar en adicion con el aumento de la via de los polioles inducen un estado de
pseudohipoxia que contribuye al desarrollo de estrés oxidativo mediante la
acumulacion de especies reactivas de oxigeno (EROS). A su vez, las EROS
desencadenan la activacion de las isoformas de la proteina quinasa C (PKC), las
proteinas quinasas activadas por mitogenos (MAPK) y la poli (ADP-ribosa) polimerasa

(PARP), asi como la cascada inflamatoria, que sostiene la patogénesis de la lesion.
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Ademas, el aumento de los niveles de fructosa relacionado con la activacion de la via
de los polioles acelera el desarrollo de estas complicaciones, ya que la fructosa y sus
metabolitos son agentes de glicacion no enzimaticos casi 10 veces mas potentes que

la glucosa. 53

Es por lo antes mencionado que, el sorbitol y la fructosa se han asociado con diversas
complicaciones presentadas en los pacientes diabéticos, tales como retinopatias, fallo
renal, enfermedades cardiovasculares, entre otras. Por lo tanto, la aldosa reductasa
se ha convertido en una diana terapéutica de interés para el tratamiento de las

complicaciones implicadas en la diabetes. >*

2.7.6. Inhibidores de aldosa reductasa

En los ultimos 10 afos, los inhibidores de la enzima aldosa reductasa han sido
ampliamente estudiados. Se han disefiado y patentado muchos compuestos sintéticos
principalmente de tipo acido fenilpropandico basados en el ya conocido inhibidor
zopolrestat (Figura 23), de esta manera los compuestos presentarian teéricamente el

modo de unién que presenta zopolrestat en el sitio activo de aldosa reductasa.
F

0 R
F
OH
N XS
N 0

(0] H .
Zopolrestat Epalrestat © Fidarestat

Figura 23. Inhibidores de aldosa Reductasa.

El sitio activo de aldosa consta de dos subcavidades altamente hidrofébicas: el sitio de
unién a anion bordeada por los aminoacidos Tyr-48, His-110, Lys-77 y la coenzima
NADPH, y una segunda subcavidad, que esta bordeada por los aminoacidos Trpl111,
Tyr-309, Cys-303, Phe-122, Ser-302, Leu-300, Phe-121 y Trp-219, Val-47, Pro-218,
Leu-300, y Leu-301 (Figura 24).%3
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Figura 24. Sitio activo de aldosa reductasa. >3

Recientemente, Shendelman® patent6 dos nuevas series de derivados de ftalazino y
pirazinopiridazino que poseen un residuo boronico que sustituye a la fraccion de écido
carboxilico. Esto proporciona un enfoque quimico bastante nuevo para el desarrollo de
inhibidores activos. Estos compuestos recién desarrollados se estan probando
activamente para comprobar su eficacia en trastornos cardiovasculares y diabéticos

en animales y humanos. °°

Cabe resaltar que, actualmente, epalrestat (Figura 23) es el Unico inhibidor de aldosa
reductasa que se esta utilizando, en Japén, India y China, para tratar a pacientes con

neuropatia diabética. >
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3. JUSTIFICACION

La diabetes tipo 2 se encuentra entre una de las primeras causas de muerte a nivel
mundial y nacional; su alta prevalencia y continuo incremento de la poblacion
diagnosticada con este padecimiento la convierten en un importante problema de salud
publica. El tratamiento de los pacientes con diabetes tiene como consecuencia altos
costos para el sector sanitario debido a un mayor uso de los servicios de salud y el
apoyo a largo plazo que se otorga a complicaciones relacionadas con la enfermedad.
Actualmente, el tratamiento dietético tiene que ser combinado con una variedad de
medicamentos, ya que, un sélo farmaco no es capaz de tratar todas las complicaciones
presentadas en un paciente diabético, debido a esto es necesario recurrir a la
polifarmacia lo que implica un aumento del riesgo a presentar efectos adversos y/o

interacciones farmacoldgicas.

Por lo tanto, este proyecto pretende contribuir con compuestos novedosos derivados
del &cido fenilpropandico con posible efecto multitarget que actiien como inhibidores
de aldosa reductasa y como agonistas de los receptores PPAR-y y GPR40, dianas
asociadas en el tratamiento de DT2, que, en combinacién con un seguimiento

nutricional adecuado, contribuyan al mejor pronéstico de los pacientes con DT2.
4. HIPOTESIS

Los compuestos derivados del acido fenilpropandico disefiados en este proyecto
poseeran afinidad in silico sobre GPR40, PPAR-y, y aldosa reductasa, ya que
presentan el patron farmacoforico unificado de compuestos antidiabéticos y ademas

mostraran buenas propiedades farmacocinéticas calculadas.
5.0BJETIVOS

5.1.Objetivo general:

Disefar los compuestos WYA 1-6 y evaluar in silico sus propiedades farmacocinéticas,
farmacodindmicas y toxicologicas y el posible modo de union de los compuestos con

los receptores GPR40 y PPAR-y y con la enzima aldosa reductasa.
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5.2.0bjetivos particulares:

o Disefar seis compuestos derivados del acido 3-(4-benciloxifenil)propandico (WYA
1-6).

o Llevar a cabo predicciones in silico de la posible actividad antidiabética, asi como de
las caracteristicas farmacodinamicas, farmacocinéticas y toxicoldgicas de los
compuestos disefiados empleando herramientas quimioinformaticas.

o Realizar estudios de acoplamiento molecular de la serie de compuestos WYA 1-6
para determinar el posible modo de union sobre aldosa reductasa y los receptores
PPAR-y y GPRA40.

o Realizar un andlisis de consenso farmacolégico in silico (ACOFA/PHACA) para la
seleccién de un Hit computacional seguro para realizar evaluaciones biol6gicas a
futuro.

Proponer una ruta de sintesis quimica para la obtenciéon de los compuestos

O

disefiados.
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6. CONSIDERACIONES PARA EL DISENO
MOLECULAR

El disefio racional de los compuestos WYA 1-6 se basd en los compuestos
reportados en la literatura con actividad agonista sobre los receptores PPAR-y y
GPRA40, y con actividad inhibitoria sobre aldosa reductasa. Ademas, se tomd en
cuenta el patrén farmacoférico unificado de los agonistas duales de los receptores
GPR40 y PPAR-y (Figura 25). %

(Ani[la aromatico 2> C Anillo aroméatico 1 )

Region Acida

(Espaciador flexible >

Figura 25. Patron farmacoférico unificado de los agonistas de GPR40 y PPAR-y. 4!

6.1.Bases para el disefio molecular

Dentro de las consideraciones para el disefio de los compuestos WYA 1-6 (Figura 26),
se incluye a los compuestos GW9508 y ACB-1 (agonistas experimentales de GPR40)
y al farmaco pioglitazona (agonista de PPAR-y), dichos compuestos presentan una
similitud estructural que consta de una parte acida que permitira la formaciéon de
puentes de hidrégeno con el sitio de unién, una regién aromatica unido a la parte acida
gue proporcionara interacciones de tipo t—n con la parte aromatica de los residuos de
aminodacido, ademas un espaciador flexible, y una segunda regién aromatica que
permitira la formacion de interacciones no polares con el sitio de unién. Por otro lado,
se tomd en cuenta a lidorestat (inhibidor de aldosa reductasa), el cual posee 2
caracteristicas farmacoféricas que consiste en una region &cida que permitird
interacciones en el sitio de union a anién y una region lipofilica que interactia con la

cavidad flexible del sitio activo.

Cabe mencionar que, en el caso de la pioglitazona se llevo a cabo un intercambio

bioisostérico del anillo de tipo tiazolidindiona con pKa de 6.35 por un acido carboxilico
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con pKa de 4.7 conservando la misma cantidad de atomos entre en anillo aromatico y

el carbonilo del acido carboxilico.

GW9508 Pioglitazona

N > 2N s a0 < Bo S
|

Zopolrestat

ACB-1 0 F
OH
OH
XN N
S L

OH

IO
R
Serie de compuestos WYA 1 -6

Figura 26. Consideraciones para el disefio de los compuestos WYA 1-6.
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/.DESARROLLO EXPERIMENTAL

Las metodologias empleadas para el desarrollo de este proyecto de tesis se

dividieron en dos partes:
b) Parte in silico

Realizada en el Laboratorio 5 de la Facultad de Farmacia, UAEM bajo la asesoria
del Dr. Juan Gabriel Navarrete Vazquez. Para esta parte se usaron herramientas
guimioinformaticas para la prediccion de las propiedades farmacocinéticas
(AdmetSAR), para la prediccion del espectro de actividad bioldgica (PASS y Swiss
Target prediction), y para la prediccion del perfil toxicolégico (ACD/Tox. Suite, Osiris y

DataWarrior).

Por otro lado, el estudio de acoplamiento molecular inverso se realizé a través del
servidor DIA-DB. El acoplamiento molecular dirigido de la serie de compuestos WYA
1-6 con los receptores GPR40 y PPAR-y, y con la enzima aldosa reductasa se llevo a
cabo usando los servidores Autodock Vina, Autodock 4 y MOE en el laboratorio 5 de

la Facultad de Farmacia bajo la asesoria del L.F. Edgar Rosales Ortega.
a) Parte quimica

El disefio, el analisis retrosintético y la sintesis de alguno de los precursores de los
compuestos WYA 1-6 se llevé a cabo en el Laboratorio 5 de Quimica Farmacéutica de
la Facultad de Farmacia de la Universidad Autbnoma del Estado de Morelos (FF-
UAEM) bajo la direccién del Dr. Juan Gabriel Navarrete Vazquez y con la asesoria de
L.F. Edgar Rosales.
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7.1.Parte in silico
7.1.1. PASS: Prediccién del Espectro de Actividad Bioldgica

El servidor PASS (Figura 27) es una herramienta quimico-informatica de libre acceso
disponible en linea (http://www.way2drug.com/PASSOnline/index.php) que esta disefiado

para predecir efectos bioldgicos (tanto farmacoldgicos como toxicos) de los compuestos
gue se estan evaluando. Los célculos se realizan con base en un analisis de similitud
estructural entre los compuestos ingresados y los compuestos ya reportados en la base

de datos del portal.

Los resultados se representan como probabilidad de actividad (Pa) y probabilidad de
inactividad (Pi). Valores de Pa>0.7 indican una buena probabilidad de presentar actividad
bioldgica experimental, valores de Pa entre 0.5 y 0.7 indican una mediana probabilidad y
valores de Pa<0.5 indican una baja probabilidad, sin embargo, no significa que los
compuestos seran inactivos experimentalmente, si no que los compuestos similares no

tienen reportadas las actividades de interés. °’

€« C  ® No es sequro | way2drug.com/passonline/indexphp o B

Way2Drug ===~

ome »  Definition »  Products »  Services » FAQ » Contacts

\

MDD online

Figura 27. Interfaz del servidor en linea PASS online.

7.1.2. Swiss TargetPrediction

El programa computacional Swiss TargetPrediction (Figura 28) es un servidor
disponible en la web de manera gratuita que brinda predicciones del espectro de
actividad de los compuestos sobre una variedad de dianas terapéuticas permitiendo
conocer el posible mecanismo de accion de los compuestos. Esta herramienta se basa
en el analisis de la similitud estructural, asi como similitud de la conformacion
tridimensional de los compuestos que se estan estudiando con aquellos ya reportados
con determinada actividad y que se encuentran disponibles en la biblioteca de su

sistema. %8
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SwissTargetPrediction SwissADME Swiss Similarity

SwissTargetPrediction

Swiss Institute of
Bioinformatics Home FAQ Help Download Contact Disclaimer

This website allows you to estimate the most probable macromolecular targets of a small molecule, assumed as bioactive.
The prediction is founded on a combination of 2D and 3D similarity with a library of 370'000 known actives on more than 3000
proteins from three different species.

The webtool is described in detail here: SwissTargetPrediction: updated data and new features for efficient prediction of protein
targets of small molecules, Nucl. Acids Res. (2019). For technical information about the prediction algorithm, you can refer to:
Shaping the interaction landscape of bioactive molecules, Bioinformatics (2013) 29:3073-3079.
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Figura 28. Interfaz del programa Swiss TargetPrediction.

7.1.3. Prediccion de las propiedades fisicoquimicas:

Molinspiration

La herramienta Molinspiration es un portal en linea (Figura 29), disponible de manera
gratuita que calcula propiedades fisicoquimicas de los compuestos ingresados: peso
molecular, lipofilicidad (log P), nimero de donadores de puentes de hidrégeno, nidmero
de aceptores de puentes de hidrogeno, area polar superficial

Dichas propiedades estan ampliamente relacionadas con el perfil biofarmacéutico y
farmacocinético de la molécula en cuestién y por lo tanto son importantes para el disefio

de los compuestos.

&« =3 C {Y @& molinspiration.com/cgi-bin/properties * B » o
52 Aplicaciones @ Clarovideo Guia adquisicién RI UAEM | Portal Alum...  [E] Constancias de no.. @) ICFingresaalaplat. @ Quiored- Tutorial..  {» GPR4O (Inhibitors A.. @ FFAT receptor | Free..
mu‘ﬂﬁ%@@@“ﬁ:’ﬁ [ Calculation of Molecular Properties and Bioactivity Score

Enter SMILES

| Clear

or draw molecule below

@D}

Il X

7R Z ¥ C‘H el i | | Calculate Properties |
~|Al0[0|oICI0CO)Fs

| Predict Bioactivity |

o | Galaxy 3D Generator |

& OH
@/\ o Molinspiration home
‘ Molinspiration products and services
Z jal products and services

Molinspiration services FAQ

< I-]=]2]~] \IOI\ZIID\Ht

Terms of service

JSME Molecular Editor by Peter Ertl and Bruno Bienfait © Molinspiration Cheminformatics 2020

Figura 29. Interfaz del programa Mollinspiration.
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7.1.4. OSIRIS y DataWarrior: Prediccion de propiedades cuasi-

farmaco (drug-likeness) y puntaje como farmaco (drug-score)

Los programas Osiris y DataWarrior son herramientas quimioinforméticas de libre
descarga que nos permiten predecir algunas de las propiedades toxicolégicas de los
compuestos como carcinogenicidad irritabilidad y tumorogenicidad, asi como algunas
de las caracteristicas biofarmacéuticas como el coeficiente de particion, la solubilidad
acuosay el area polar superficial. Realiza un célculo computacional de los compuestos
con las bases de datos de los programas, con los que se determinan las propiedades

tipo farmaco y cuasi-farmaco.%°

En Osiris los resultados estan representados por codigo de colores, las propiedades
con alto riesgo de efectos indeseables se representan en color rojo, mientras que las
propiedades aceptables son representadas en color verde (jError! No se encuentra el

origen de la referencia.).

P O

o Enter compound name, SMILES or CAS-no =Cirl-¥ to paste fram cliphoard= Toxicity Risks
%.lh-b ) mutagenic
b ©) wmarigenic
S ) iritant

reproductive  [7]

[ * aé N e effective .
7 | et
N j N e sLogP

3 € ) 3.08
b T Solubllity  [Z]
A0 — eyt 283
i) O Molweight
O . m— 3600
il TPSA
cls:| NN e 9359
NP Druglikeness
Al —— 5 502
Flo e

€ i n7e
Br| |1
H|7.. o
Help Osiris Property Explorer - Thomas Sander - 2017

. Figura 30. Interfaz del programa Osiris

En DataWarrior, los resultados son representados en una tabla muy practica que
permite identificar el compuesto con los mejores resultados de manera facil y rpida
(Figura 31).

40



"
%ulmd

de Farmacia

Figura 31. Interfaz del programa Osiris Data Warrior.

7.1.5. ACD/ToxSuite: Prediccién de latoxicidad aguda

El servidor ACD/ToxSuite es un programa que requiere licencia para su uso, esta
conformada por modulos que permiten predecir cuantitativamente algunos de los
parametros de toxicidad (Figura 32), que incluyen la inhibicion de isoformas del
CYP450, DLso, el blogueo de canales hERG y la toxicidad aguda. Su andlisis se realiza
mediante la relacion estructura-actividad de las moléculas que sean ingresados en la
base que son comparadas con los miles compuestos dispuestos en su compleja base
de datos. Dichas caracteristicas hacen de este programa una importante herramienta
para la investigacion y desarrollo en la quimica farmacéutica ya que sus resultados

son Utiles como criterios de seleccion dentro de un analisis de consenso farmacolégico.
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Cytochrome P450 isoforms
CYP3A4 CVP2D6 CYP2CS CYP2C19 CYPIA2

IC5p < 50 uM  Probability | .74 0.15 0.32 0.12 0.12

Reliability | p.a8 0.32 0.69 0.66 0.62

Pioglitazone ICsp < 10 uM  probability | 0.22 0.03 0.10 0.08 0.07
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Figura 32. Interfaz del programa ACD/ToxSuite.
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7.1.6. SwissADME

El programa SwissADME (Figura 33) es una herramienta de libre acceso en la web
(http://www.swissadme.ch/index.php) que brinda predicciones acerca del perfil

biofarmacéutico, farmacocinético, el programa proporciona una evaluacion
DrugLikenes basandose en diferentes postulados que evallan propiedades
fisicoquimicas como TPSA, Log P, numero de donadores o aceptores de hidrogeno y
peso molecular; ademas, predice informacién quimico-farmacéutica de importancia
para el disefio racional de compuestos: Alertas PAIN, y Accesibilidad de sintesis de

los compuestos ingresados.

<« C 1 ® Noesseguro | swissadme.ch * B »

Click2Drug ‘ SwissDock SwissParam Swiss Sidechain SwissBioisostere Swiss TargetPrediction SwissADME SwissSimilarity |

[ +4
d SwissADME

Swiss Institute of
Bioinformatics Home FAQ Help Disclaimer

This website allows you to compute physicochemical descriptors as well as to predict ADME parameters, pharmacokinetic properties
druglike nature and medicinal chemistry friendliness of one or multiple small molecules to support drug discovery.

The main article describing the web service and its underlying methodologies is SwissADME: a free web tool to evaluate
pharmacokinetics, drug-likeness and medicinal chemistry friendliness of small molecules. Sci. Rep. (2017) 7:42717.

For details about development and validation of iLOG, please refer to this article: iLOGP: a simple, robust, and efficient description of n-
octanol/water partition coefficient for drug design using the GB/SA approach. J. Chem. Inf. Model. (2014) 54(12):3284-3301.

For details about development and validation of the BOILED-Egg, please refer to this article: A BOILED-Egg to predict gastrointestinal
absorption and brain penetration of small molecules. ChemMedChem (2016) 11(11):1117-1121

Developed and maintained by the Molecular Modeling Group of the SIB | Swiss Institute of Bioinformatics.

- . Enter a list of SMILES here:
a8 XD RGO

A =
0 H
/
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Figura 33. Interfaz del programa SwissADME.

7.1.7. admet-SAR: Prediccién de las propiedades de absorcion,

distribucion, metabolismo, excrecién y toxicidad.

El portal admetSAR (Figura 34) es una herramienta quimioinformética de libre acceso

en linea (http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2). Este servidor permite realizar

predicciones de las propiedades fisicoquimicas, farmacocinéticas y toxicolégicas de
los compuestos ingresados a la base. Ademas, realiza una relacion Estructura-
Actividad de manera similar al programa Pass, de aproximadamente 96 000

compuestos contenidos en su base de datos.
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<« C Y ® Noesseguro | Immd.ecustedu.cn/admetsar2 a v Ba@ :

admetSAR Old version s still available Predict | Optimize | Download |

Q_ 9
Q. Welcome to admetSAR
e e A comprehensive source and free tool for evaluating chemical ADMET properties

Predict Search Advanced Predict

@ Predict ADMET properties (O Use old version (admetSAR1)
Figura 34. Interfaz del programa admetSAR

7.1.8. Dia-DB: Acoplamiento Molecular Inverso sobre 18 dianas

terapéuticas de importancia en la DM2

Es un portal en linea gratuito (http://bio-hpc.ucam.edu/diadb/index.php) de la Universidad

Catdlica de Murcia (Figura 35). El servidor lleva a cabo un analisis de comparacion de
similitud estructural con moléculas de su base de datos conformada por farmacos y
moléculas experimentales para realizar un acoplamiento molecular sobre 18 dianas
terapéuticas relacionadas con el tratamiento de la DT2 para conocer el posible modo de

union de las moléculas experimentales. 6!

& > C @ Moessequro | bio-hpeucam edu/dia-db/index.php m v B

Diabetes mellitus 15 the 8th leading cause of death worldhnde, with 1.5 rmillion deaths in 2012, and medical .
costs that reached 245% billon in the US. Moreover, it 15 esumated that roughly 387 million people Dla-DB
worldwide suffer from diabetes mellitus, with numbers growing rapidly. These facts dernonstrate the
importance of creatng a completely new and innovatve method for the fast developrnent of novel anti-
diahetic compounds. In silico predicuon methods represent an efficent approach for the predicon of
chabetes drugs, arming ta explaming preclnical drug development and therefore enabling the reduction of

associated nMme, Costs and experiments.

We present here DIA-DB, a web server for the prediction of diabetes drugs that uses two different
approaches:
o) comparison by similority with o curoted dotobose of anti-dinbetic drugs and experimentol compounds

b) inverse virtual screening of the input mofeciies chosen by the users agoinst o set of protein targets identified os
key elements in di-abetes,

The server 1s open to all users. registration is not necessary, and a detailed report with the prediction results

are sentto the user by ermail. This s the first pubhc dornain database for diabetes drugs.

Copyright® 2015 - Bioinformatics and High Performance Computing Research Group

Figura 35. Interfaz del portal web DIA-DB
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7.1.9. Acoplamiento molecular dirigido

El acoplamiento molecular es una herramienta computacional que juega un papel clave
en el disefio y desarrollo de farmacos asistido por computadora que permite
superponer los ligandos sobre proteinas y examinar virtualmente grandes bibliotecas
digitales de compuestos para reducir los costos y acelerar el descubrimiento de
farmacos. A medida que se determinan experimentalmente mas estructuras
proteinicas mediante cristalografia de rayos X o espectroscopia de resonancia
magnética nuclear (RMN), el acoplamiento molecular se utiliza cada vez mas como
herramienta para el descubrimiento de farmacos. En las ultimas décadas se han
desarrollado varios programas informaticos, entre los que se encuentran algunos
ejemplos muy conocidos, como AutoDock 4, AutoDock Vina, DockThor, GOLD FlexX,
MOE y Molegro Virtual Docker. 6263

El acoplamiento molecular es un método que analiza la conformacioén y la orientacién
(denominada conjuntamente "pose") de las moléculas en el sitio de unién de un blanco
macromolecular. Puede utilizarse para identificar las dianas con las que los ligandos
presentan una buena complementariedad (ajuste inducido), ademas permite predecir
los patrones de interaccion para evaluar los posibles modos de unién de ligando-
receptor y de esta manera proponer el posible mecanismo de accién. Ademas, el
acoplamiento también se emplea actualmente para la identificacion de nuevos usos de
compuestos quimicos con perfiles de seguridad ya optimizados (reposicionamiento de

medicamentos). 626465

Este estudio ejecuta algoritmos de busqueda en el que la conformacion del ligando se
evalla de forma recursiva hasta que se alcanza la convergencia con la energia
minima. Calcula principalmente el grado de coincidencia de la conformacion, y la suma
de todas las interacciones para cuantificarlo mediante una puntuacion de acoplamiento
gue representa la potencialidad de la unién. Estos algoritmos de acoplamiento no solo
predicen el modo de unién de una molécula, sino también su afinidad de unién en el
sitio de union. Finalmente, se emplea una funcion de puntuacion de afinidad, AG (en
kcal/mol) para clasificar las poses del candidato como la suma de las energias
electrostatica y van der Waals, etc. El ligando que més se ajusta en un espacio rotatorio
y encaja en el sitio de union puede servir como un compuesto lead para el disefio de

farmacos. 62645
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7.2.Parte quimica
7.2.1. Retrosintesis

El andlisis retrosintético es una pieza clave previa al desarrollo de la sintesis quimica

ya gue nos permite determinar las materias primas y establecer una ruta de sintesis.

§
i

HO
Figura 36. Analisis retrosintético de la serie de compuestos WYA 1-6.

La retrosintesis (Figura 36) se inicia con un intercambio de grupo funcional del acido
carboxilico por un éster, seguido de una desconexién en el enlace carbono-oxigeno
del éter generando los halogenuros de bencilo correspondientes que estan
comercialmente disponibles, y el 3-(4-hidroxifenil)propanoato de metilo al cual se le
hace un intercambio de grupo funcional del éster por acido carboxilico, dando asi como

materia prima el acido 3-(4-hidroxifenil)propandico que esta disponible en el mercado.

7.2.2. Sintesis quimica propuesta

7.2.2.1. Metodologia general para la sintesis del 3-(4-
hidroxifenil)propanoato de metilo (WYA-7)

Para la proteccion del &cido carboxilico se llevo a cabo la esterificacion de Fischer, en
donde se hizo reaccionar el acido 3(4-hidroxifenil)propandico con metanol con una
gota de &cido sulfarico para la obtencion del 3-(4-hidroxifenil)propanoato de metilo
(WYA-7). (Diagrama 1)
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OH MeOH
H,S0,, Refluj "o
eriujo
HO 2= | 3-(4-hidroxifenil)propanoato de metilo
Acido 3-(4-hidroxifenil)propandico WYA-7

Diagrama 1. Sintesis del 3-(4-hidroxifenil)propanoato de metilo (WYA-7).

7.2.2.2. Metodologia general para la sintesis de los precursores

Para la sintesis de los precursores WYA 8-13 se llevé a cabo una reaccion de
Williamson para la formacion de éteres, se hace reaccionar el 3-(4-
hidroxifenil)propanoato de metilo (7) con K,COs para la formacion del fendxido, el cual
mediante una sustitucion nucleofilica bimolecular (SN?) se hace reaccionar con los
distintos halogenuros de bencilo debidamente sustituidos usando acetonitrilo como

disolvente (Diagrama 2).

9 WYAS: R=H
o 3 K,CO4 ~ WYA9:R=F
+ > WYA10: R=Cl
HO Acetonitrilo, A o X=Cl,Br  WYA11: R=CH,
/©/\x R WYA12: R=CF;
R

8-13 WYA 13:R=CN

Diagrama 2. Sintesis de los precursores WYA 8-13.

7.2.2.3. Metodologia general para la sintesis de la serie de compuestos
WYA 1-6

Para la obtencion de los compuestos finales se lleva a cabo una reaccion de hidrélisis

basica de los precursores ésteres. Se hace reaccionar los compuestos WYA 8-13 con

KOH (2 equivalentes) al 10% y etanol, para obtener como productos a los compuestos

WYA 1-6 (Diagrama 3)

o] (o]

_ WYA1:R=H

° OH WYA2:R=F

KOH, A o WYA3:R=Cl
/©/\O ﬁ /@A WYA4:R= CH3
R EtOH/H,0 WYAS:R= CF3

8-13 WYA 1-6 WYA6: R=CN

Diagrama 3. Sintesis de los precursores WYA 8-13.
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8.RESULTADOS Y DISCUSION

8.1.Parte in silico

8.1.1. PASS: Prediccion del Espectro de Actividad Biologica de los
compuestos WYA 1-6.

Se llevo a cabo la prediccion de las posibles actividades de los compuestos finales
WYA 1-6 sobre distintos blancos terapéuticos relacionados en el tratamiento de la
diabetes utilizando el programa quimio-informéatico PASS (Tabla 2). Se incluyeron 3
controles positivos: lidorestat (Inhibidor de aldosa reductasa), pioglitazona (Agonista
del receptor PPAR-y), y el compuesto GW9508 (Agonista del receptor GPR40)% con

el fin de observar la capacidad predictiva del programa PASS.

Tabla 2. Prediccién de la actividad biol6gica por PASS de los compuestos WYA 1-6.

. _ Inhibidor de _ o
Actividad Agonista GPR40 Agonista PPAR Antidiabético
aldosareductasa

Compuesto P.a P.i P.a P.i P.a P.i P.a P.i
WYA-1
WYA-2

PIOGLITAZONA &
GW9508

LIDORESTAT
P.a= Probabilidad de actividad, P.i= Probabilidad de inactividad

En la Tabla 2 se puede observar que los compuestos presentaron probabilidades
intermedias de ser agonistas de GPR40 y PPAR-y, siendo el compuesto WYA-5 el que
presento los mejores valores predictivos sobre estas dianas, mostraron bajas o nulas
probabilidades de ser inhibidores de la enzima aldosa reductasa, sin embargo, esto no
quiere decir que los compuestos no vayan a ser activos experimentalmente, sino que
no se han registrado en su base de datos compuestos similares con dicha actividad
como se puede observar en el caso del compuesto control GW9508, el cual ha

mostrado actividad sobre GPR40 en ensayos experimentales y en el predictor Pass

a7
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muestra resultados aparentemente no favorables. En caso de que los compuestos
presentados en este proyecto llegaran a ser bioactivos en ensayos experimentales

estariamos hablando de nuevas entidades quimicas.

8.1.2. Prediccion de la actividad biologica por SwissTarget

El programa SwissTarget sirvio para calcular las probabilidades de unién de los
compuestos a diversas proteinas dispuestas en su base de datos, en la Tabla 3 se
muestran los resultados de la probabilidad de actividad de los compuestos disefiados

sobre las tres dianas terapéuticas de interés en este proyecto.

Tabla 3. Prediccién de propiedades por SwissTarget de los compuestos WYA 1-6

PROBABILIDAD DE UNION

‘ GPR40 PPAR-y Aldosa reductasa

WYA-1 100% 11% ---

WYA-2 62% 50% ---

WYA-3 39% 10% 10%
WYA-4 54% 10% ---

WYA-5 15% 10% -

WYA-6 42% 9% ---
GW9508 100% 93% -
Pioglitazona 9% 100%

Lidorestat 10% 10% 100%

Se utilizaron los compuestos WG9508, lidorestat y pioglitazona como controles
positivos en esta evaluacion computacional ya que se ha comprobado su actividad
biol6gica sobre las dianas terapéuticas evaluadas en este servidor. De esta manera

los resultados obtenidos por nuestras moléculas pueden ser validados y comparados.

Para tener cierta referencia que se pudiera aplicar como validacion para este andlisis
de actividad biol6gica se usaron como compuestos control a los compuestos GW9508
y lidorestat, asi como al farmaco pioglitazona los cuales ya se ha comprobado su
actividad sobre las respectivas dianas terapéuticas que se estan estudiando en este

proyecto.

Como se puede observar en la Tabla 3, los compuestos presentaron probabilidades
de discretas a buenas de unirse a GPR40, se resalta al compuesto WYA-1, el cual

present6 una probabilidad de union equivalente al compuesto GW9508.
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Asi mismo, mostraron probabilidades de discretas a medias de unirse a PPAR-y, donde
se destaca al compuesto WYA-2 que mostré el mejor resultado sobre los otros
compuestos en estudio. Respecto a la enzima aldosa reductasa, solo el compuesto
WYA-3 mostré una probabilidad discreta y los demas compuestos no presentan
probabilidades, esto significa que aun no se han reportado estructuras similares en la

base de datos del programa, por lo cual no las reconoce y no arroja un valor predictivo.

8.1.3. Prediccion de propiedades fisicoquimicas: Molinspiration
El analisis que se hizo fue el calculo de las propiedades fisicoquimicas que poseen

cada uno de los compuestos WYA 1-6.

Dentro de los valores obtenidos de este programa, se incluye el valor maximo permitido
en cada una de las propiedades, asi como el nimero de violaciones que presenta cada
compuesto. Para hacer una comparacion se incluyen las propiedades de los
compuestos GW9508 y pioglitazona. (Tabla 4)

Tabla 4. Prediccién de propiedades fisicoquimicas de los compuestos WYA 1-6 por Molinspiration.

LogP PM nON nOHNH # Violaciones

Criterio <5 <500 <10 <5
WYA-1 3.53 256.3 3 1 0
WYA-2 3.7 274.29 3 1 0
WYA-3 4.21 290.75 3 1 0
WYA-4 3.98 270.33 3 1 0
WYA-5 4.43 324.3 3 1 0
WYA-6 3.29 281.31 4 1 0
GW9508 4.87 347.41 4 2 0
Pioglitazona  3.07 356.45 5 1 0

Los compuestos evaluados con Molinspiration no presentan ninguna violacion a los
postulados de Lipinski, que consisten en valores biofarmacéuticos de importancia en
la probabilidad de absorcién y permeacion de los compuestos. La prediccion del log P
de los compuestos analizados presentd un valor menor a 5, lo cual se encuentra dentro

del rango establecido.
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En cuanto al peso molecular se encuentran de igual manera dentro de lo establecido
y son similares al peso molecular de pioglitazona. Finalmente, los donadores y
aceptores de hidrégeno se encuentran por debajo del rango, asi que se espera que
los compuestos no presenten problemas de absorcidn gastrointestinal y posean buena
biodisponibilidad.

8.1.4. Prediccion de propiedades biofarmacéuticas: SWISSADME
Para poder predecir las propiedades biofarmacéuticas de los compuestos que estamos

estudiando, se usé el programa SwissADME. Al igual que en los demas andlisis, se

empled como compuesto de referencia a pioglitazona y al compuesto GW9508.

Tabla 5. Prediccion de propiedades por SwissADME de los compuestos WYA 1-6.

Log Absorcidn Alerta
. N Biodisponibilidad NG
3.10 Buena Alta No 85% No
3.41 Intermedia Alta No 85% No
3.64 Intermedia Alta No 85% No
3.44 Intermedia Alta No 85% No
4.15 Intermedia Alta No 85% No
2.86 Intermedia Alta No 85% No
3.11 Intermedia Alta Si 55% No
4.20 Intermedia Alta No 85% No

En la Tabla 5 se puede observar que la mayoria de los compuestos evaluados para
este proyecto, asi como las referencias presentaron probabilidad intermedia de ser
solubles en agua, se destaca que el compuesto WYA-1 mostré una probabilidad buena

de ser soluble.

Los compuestos WYA1-6 mostraron valores de log P similares al valor predicho para
pioglitazona, el cual se encuentra dentro los valores 6ptimos para un disefio racional

de farmacos.
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Todos los compuestos ingresados presentaron alta probabilidad de absorberse en el
intestino, asi como probabilidad alta de ser biodisponibles, incluso muestran mayor
probabilidad que pioglitazona, un farmaco que ya se encuentra en el mercado. Por lo
tanto, se puede esperar que los compuestos posean una buena absorcion en el

intestino y una buena biodisponibilidad.

Cabe mencionar que los compuestos disefiados no presentaron alerta PAINS,
compuestos que ya se tienen reportados y que son conocidos por interferir en el

progreso de los ensayos de alto rendimiento dando falsos positivos. ¢’

8.1.5. Prediccion de los efectos toxicos de los compuestos:
ACD/ToxSuite
Se llevé a cabo la prediccion algunas de las propiedades toxicolégicas de los
compuestos WYA 1-6 obteniéndose resultados favorables como se muestra en la
Tabla 6, como control se us6 al farmaco pioglitazona.

Tabla 6. Resultados obtenidos para WYA 1-6 mediante ACD/ToxSuite.

Probabilidad de inhibicion Probabilidad DLS0 mg/kg
de CYP (ICs0<10 pM) e dllervee Raton Categoria
Compuesto de canales
hERG OCDE
3A4 2D6 2C9 2C19 1A2 .
(Ki<10 pM)
WYA-1 4% 4% 6% 10% 4% 2% 480 2500 1100 2100 4-5
WYA-2 3% 5% 7% 9% 4% 1% 430 1500 990 2000 4-5
WYA-3 5% 5% 11% 15% 5% 3% 510 2100 880 1700 4-5
WYA-4 4% 4% 6% 9% 3% 1% 420 3100 920 2100 4-5
WYA-5 5% 3% 7% 11% 2% 9% 720 4600 480 2800 4-5
WYA-6 5% 2% 5% 5% 3% 2% 1200 5600 560 1100 5
Pioglitazona 22% 3% 10% 8% 7% 10% 400 1100 440 1900 5

Categoria OCDE 1: DL50 =< 5mg/kg (Peligro, mortal en caso de ingestion),

Categoria OCDE 2: 5mg/kg < DL50 < 50mg/kg (Peligro, mortal en caso de ingestion),
Categoria OCDE 3: 50mg/kg < DL50 < 300mg/kg (Peligro, téxico en caso de ingestion),
Categoria OCDE 4: 300mg/kg < DL50 < 2000mg/kg (Advertencia, tdxico en caso de ingestion),

Categoria OCDE 5: 2000mg/kg < DL50 < 5000mg/kg (Advertencia, puede ser nocivo en caso de ingestion)
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Los compuestos presentaron probabilidades muy bajas de inhibir algunas de las
isoformas del complejo CYP450 relacionadas ampliamente con interacciones
farmacoldgicas, y en comparacién con pioglitazona, presentaron menor probabilidad
de inhibir a CYP3A4, la isoforma méas abundante en los seres humanos, y por lo tanto
una enzima de importancia clinica que se evalla para reducir efectos indeseados. Se
destaca al compuesto WYA-2 que mostré el valor mas bajo (3%), mientras que los

demas compuestos mostraron valores de 4% y 5%.

En los resultados se observa que los compuestos presentan muy baja probabilidad de
bloquear los canales hERG los cuales se han asociado con cardiotoxicidad, se resalta
al compuesto cuatro con valor de 1%, cabe mencionar que los valores son menores

gue el arrojado para el farmaco pioglitazona. 58

Finalmente, con relacién a la toxicidad aguda, los compuestos se clasificaron dentro
de las categorias 4 y 5 de la OECD donde se encuentra la mayoria de los farmacos
actualmente disponibles en el mercado. Se resalta al compuesto WYA-5, que fue el
gue mostrd el mejor valor de dosis letal media (DLso), 5600 mg/kg por via oral. Con
esta predicciéon podemos discutir que los compuestos tienen alta probabilidad de no
presentar efectos toxicos a dosis terapéuticas, y por lo tanto se consideran compuestos
seguros que podrian administrarse via oral ya que se requeriria administrar
aproximadamente 15 gramos 0 mas para que se presenten efectos toxicos y un dafio

a la salud.

Dados los resultados, se espera que nuestros compuestos no afecten el metabolismo
de otros farmacos y asi mismo, se espera que no sean un riesgo para la salud a dosis

terapéuticas.

8.1.6. Prediccion de las propiedades cuasi-farmaco y riesgos a la
salud: OSIRIS y DataWarrior

Se evalud el perfil toxicol6gico y los posibles efectos negativos a la salud de los
compuestos WYA 1-6 mediante los programas Osiris y Data Watrrior, y se usé como

moléculas control el farmaco pioglitazona y el compuesto GW9508.
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Tabla 7. Resultados obtenidos para los compuestos WYA 1-6 por Osiris y Data Warrior

Compues
LogP Sol TPSA  Mut Tum Irr
to

WYA.1 295 -32 4653 ® O O °° 0%
WYA2 305 -352 4653 ® O @ .7 04
WYA.3 355 -394 4653 ® ® ® oo o057
WYA.4 329 -355 4653 ® © o 277 ou
WYA.5 379 -398 4653 ® ®© @ B8 03
WYA.5 278 -3.98 70.32 ® O @ 93 o4
PIO  3.08 -3.83 ® ®© @ 502 o
GW9508 4.06 -5.54 ® O @ 008 o

Pio= Pioglitazona, ClogP = log P calculado, Sol = Solubilidad, TPSA = Area superficial polar.
Mtg = Mutagenicidad, Tmg = Tumorigenicidad, Irr = Irritante, Rep = Efectos reproductivos, DLi=

Druglikeness, Dsc= Drug-score

En la Tabla 7 se puede observar que los compuestos WYA 1-6 muestran resultados
favorables en el perfil toxicolégico, ya que presentan buenas probabilidades de no ser
agentes tumorogénicos, mutagénicos ni afectar en la reproduccion, sin embargo, este
experimento no reemplaza las pruebas in vitro e in vivo que deben realizarse para

conocer realmente los posibles efectos negativos a la salud.

En la parte biofarmacéutica, todos los compuestos mostraron valores favorables de
Log P, donde WYA-1 y WYA-6 obtuvieron un valor de Log P 6ptimo (2-3); en la parte
de TPSA, todos los compuestos se encuentran por debajo de los 150 A?lo que
favorece la absorcion intestinal y restringe el paso a través de la barrera
hematoencefalica, por ultimo, los compuestos disefiados mostraron una solubilidad

acuosa pobre debido a la estructura quimica de los compuestos.

En cuanto a los resultados de la categoria DrugLikeness, la molécula WYA-3 mostro
el mejor resultado, sin embargo, todos se mostraron con puntaje bajo en comparacion
con pioglitazona y el compuesto GW9508, debido a que mostraron alerta en la parte
de solubilidad y porque posiblemente no hay moléculas similares en su base de datos,

ya que el receptor GPR40 y la enzima aldosa reductasa son blancos terapéuticos

e
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relativamente novedosos. Finalmente, respecto a los resultados en la categoria de
Drug-score, los compuestos presentaron puntaje pobre a intermedio debido a que los

valores DrugLikeness fueron bajos.

8.1.7. Prediccidn de las propiedades farmacocinéticas: AdmetSAR

En la Tabla 8 podemos apreciar los resultados obtenidos de la prediccién de algunas
propiedades de los compuestos WYA 1-6 mediante el programa AdmetSAR, los cuales

estan organizados en dos apartados: absorcion y toxicidad.

Tabla 8. Prediccién de propiedades por admetSAR de los compuestos WYA 1-6.

Modelo Resultado

GW9508

Probabilidad
Probabilidad
Probabilidad
Probabilidad
Probabilidad
Probabilidad
Probabilidad

Absorciéon

Absorcién
) ) HIA + 0.9735 0.9777 0.9792 0.9874 0.9796 0.9573 0.9552
intestinal

Barrera
BBB + 0.8994 0.9728 0.9730 0.8859 0.9765 0.8978 0.8998
Hematoencefalica

Biodisponibilidad [s]lels[ee]alle][=}
| 0.5857 0.5714 0.5000 0.5286 0.5857 0.5571 0.6143
ora -

Sustrato
No substrato  0.9624 0.9247 0.9804 0.9537 0.9342 0.9423 0.8071
glucoproteina P

Inhibidor
No inhibidor ~ 0.9305 0,8970 0,8325 0.8068 0.6798 0.8023 0.4507

glucoproteina P

Toxicidad
Toxicidad de .
No téxico 0.7200 0.7700 0.8700 0.8300 0.8200 0.7900 0.6300
AMES
No
Carcinogénesis 0.8064 0.8064 0.8064 0.7350 0.8207 0.8064 0.6429

carcinogénico

En la categoria de absorcién, todos los compuestos presentaron altas probabilidades
de no absorberse en el intestino ya que son compuestos de tipo acido y por lo tanto se
encontrardn de manera ionizada en esta parte del tracto gastrointestinal. Los
resultados arrojaron altas probabilidades de atravesar la barrera hematoencefalica y
valores intermedios en cuanto a la biodisponibilidad. Ademas, se puede observar que
los compuestos tienen buena probabilidad de no ser substrato y no inhibir la

glicoproteina P, proteina relacionada con problemas de resistencia a farmacos.
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En cuanto a la parte toxicol6gica, muestran altas probabilidades de no presentar
riesgos a salud relacionados con carcinogenicidad, asi como mutagenicidad y
genotoxicidad (toxicidad de AMES).

8.1.8. Dia-DB: Servidor para la prediccién de posibles candidatos

a farmacos para el tratamiento de la DM2

Los compuestos disefiados en este proyecto fueron evaluados mediante el programa
Dia-DB para conocer el grado y el modo de uniéon con 18 dianas terapéuticas
establecidas en el programa y que estan relacionadas con la diabetes. En la Tabla 9
se muestran los valores de energia de unién obtenidos, donde se resaltan a las dianas
aldosa reductasa, receptor GPR40, receptor PPAR-y,y DPP-4 con las mejores

energias de unién con los compuestos WYA 1-6.

Tabla 9. Resultado del acoplamiento molecular inverso para los compuestos WYA 1-6.

ENERGIA DE UNION DE LOS

DIANA TERAPEUTICA COMPUESTOS WYA (kcal/mol)
95 [-96-96]-99[-98]-96
Aldosa reductasa 3G5E -95|-9.6 | -9.7 |-10.1|-10.5| -10
Proteina transportadora de retinol tipo IV 2WR6 -9 [-94]-91|-94|-94 | -84
1FM9 -84 |-87|-85|-87|-96 | -86
PPARY 2FVJ -79| -8 |82 -8 | -85]|-83
Glucoquinasa 3IMX -83|-84|-88|-84|-93]-82
Dipeptidil peptidasa IV (DPP4) 4A5S -8 |-79|-79|-79 | -88 | -74
PPAR-§ 3PEQ -79|-82|-81|-82|-88|-78
11-B-hidroxiesteroide deshidrogenasa tipo | 4K1L -76 | -79 | -79 | -79 | -86 | -7.6
o-Amilasa pancreatica 4GQR -79|-76 |-75|-76 | -7.9 | -7.3
Piruvato deshidrogenasa AMPC -76 | -74 | -7 |-74|-7.7 | -75
Maltasa glucoamilasa 3L4Y 73 1|-74|-75|-74|-77 | -73
PPAR-a 3FEI -7 |-71|-72|-71 | -7.8 -7
PTP 4GE6 -6.8 -7 | -6.8 -7 | -71 -7
Receptor nuclear 4DOR -67| 69| -68|-69| -7 |-6.6
Quinasa del receptor de insulina 3EKN -6.7|-68|-69|-68|-72|-6.8
Glucégeno fosforilasa 3DDS -6.4 | -68 | -6.6 | -6.8|-7.3 | -6.6
Fructosa-1,6-bifosfatasa 2JJK -51|-52|-51|-52|-54| -5
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El uso de esta herramienta informatica nos permitira llevar a cabo el acoplamiento
molecular refinado de manera asertiva, ya que nos proporcion6 una idea de la afinidad

de los compuestos WYA 1-6 a los blancos terapéuticos para el tratamiento de la DT2.

De acuerdo con los resultados proporcionados por Dia-DB, todos los compuestos
mostraron mejor energia de unién sobre aldosa reductasa, asi mismo, se observaron
interacciones de tipo puente de hidrégeno entre la cabeza &cida y los residuos de
aminodcido de las dianas terapéuticas que poseen donadores de puente de hidrégeno.
Por ultimo, se observaron interacciones de tipo -1 entre la regién aroméatica de los
compuestos y los residuos de aminoacidos como fenilalanina y tirosina de los
receptores GPR40 y PPAR-y, esto muestra que son grupos importantes en la base de

la estructura quimica del farmacéforo.

8.1.9. Acoplamiento molecular refinado

El acoplamiento molecular refinado nos sirve para visualizar de manera mas clara las

interacciones que poseen los compuestos con las dianas terapéuticas de interés.

Con base en los resultados obtenidos a través del acoplamiento molecular inverso
mediante el programa Dia-DB, se seleccionaron las 3 proteinas con mayor energia de
unién a las cuales se le realiz6 el acoplamiento molecular dirigido mediante los
programas Autodock vina y Autodock 4. Para dicho analisis se utilizaron los siguientes
archivos pdb obtenidos de la base de datos de la pagina web Protein Data Bank

(https://www.rcsb.org/):

o 2XKW: Receptor PPAR-y con el ligando cristalizado pioglitazona.
o 4PHU: Receptor GPR40 con el ligando cristalizado TAK-875.
o 3G5E: Enzima aldosa reductasa con el ligando cristalizado IDD-740.

Los datos de importancia obtenidos con el acoplamiento molecular incluyen:
energia de unién, constante de afinidad o inhibicion (Ki) y eficiencia del ligando
(LE). La eficiencia del ligando es un valor que se calcula a partir de la energia de
union obtenida en el acoplamiento molecular y se define a partir de la siguiente

ecuacion:

AG
LE = — Donde:
HA

AG= energia de unioén del compuesto.
HA= Numero de 4tomos pesados
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De manera que la eficiencia del ligando nos permite saber como es que los atomos
pesados (diferentes a hidrégeno) contribuyen a la energia de union de los compuestos
con las respectivas dianas terapéuticas, y por lo tanto es utilizada en la priorizacion de
los fragmentos de los compuestos hits para convertirlos en leads. Los valores ideales

establecidos para la eficiencia del ligando son de 0.29 a 0.38 70

8.1.9.1. Validacién del acoplamiento molecular

La validacién del acoplamiento molecular es un método que nos permite conocer la
confiabilidad de las simulaciones realizadas con los programas Autodock Vina y
Autodock Tools. Para esto, se realizé el acoplamiento molecular del ligando co-
cristalizado bajo las mismas condiciones en que se llevaran a cabo los acoplamientos
de los compuestos WYA 1-6. Un valor de RMSD menor a 2 A indica que los resultados

son confiables y que la simulacién esté validada.

En la Figura 37 se muestra la validacion para el receptor GPR40 donde se observa
gue ligando TAK 875 al que se le realizod el acoplamiento (color rojo) adopté una
conformacion similar al compuesto co-cristalizado (color azul) y presenté un valor de
RMSD de 0.813 A.

Figura 37.Validacion del acoplamiento molecular sobre GPR40.

En la validacién del acoplamiento sobre aldosa reductasa se pudo observar que la
conformacion adoptada por el ligando del acoplamiento (color rojo) es muy similar al
ligando de la estructura cristalografica (color azul) con un RMSD de 0.346 A (Figura
38).

Figura 38. Validacion del acoplamiento molecular sobre aldosa reductasa.
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En la Figura 39 se puede observar que la estructura reacoplada adopté una
conformacion parecida al ligando de la estructura cristalografica, el valor obtenido de
RMSD fue de 0.346 A.

Figura 39. Validacion del acoplamiento molecular sobre PPARYy

8.1.9.2. Acoplamiento molecular sobre GPR40

Debido a la cantidad de acoplamientos realizados, solo se muestra el acoplamiento
molecular del compuesto WYA-6 que obtuvo mayor energia de unién con el receptor

GPRA40 y se describen las interacciones presentes.

Tabla 10. Resultado del acoplamiento molecular con el receptor GPR40.

Scoring _
Compuesto LE DS Ranking
(kcal/mol)

WYAL1 -11.48 0.60 +1.53 4
WYAZ2 -11.30 0.58 +0.06 6
WYA3 -11.73 0.59 +0.73 3
WYA4 -11.43 0.57 +0.94 5
WYAS -11.92 0.52 +0.73 2
WYAG -12.25 0.58 +0.73 1

En la Tabla 10 se muestran las energias de union resultantes en el acoplamiento
molecular realizado. Ademas, se muestran los valores de la eficiencia del ligando (LE),
datos de importancia en este proyecto. El compuesto WYA-6 mostré una energia de

union de -12.25 kcal/mol y un valor de eficiencia del ligando aceptable (0.59).
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Figura 40. A) Diagrama en 3D y B) diagrama en 2D de las interacciones entre WYA-6 y GPR40

En el diagrama en 3D (Figura 40) se pueden observar la unién de tipo puente de
hidrogeno entre el compuesto WYAG y el residuo Tyr 91, ademas, la formacién de un
doble puente de hidrégeno entre la cabeza acida del compuesto y los residuos Arg 183
y Arg-2258. En el Diagrama 2D se observa una interaccion adicional de tipo puente de
hidrégeno entre la cabeza acida del compuesto WYA-6 y el residuo de aminoacido
Tyr-2240, mismas que ya han sido observadas en la estructura cristalizada de GPR40
con el agonista TAK-875.% Dichas interacciones se encuentran dentro de la lista de
las interacciones clave de los agonistas parciales con el sitio de unién alostérico del

receptor.

8.1.9.3. Acoplamiento molecular sobre PPARy

En la Tabla 11 se muestra el resultado de las energias de union obtenidas en el
acoplamiento molecular de cada uno de los compuestos con el receptor PPAR. Se
puede observar que el compuesto WYA-5 obtuvo la mejor energia de unién (-7.99

kcal/mol), con una eficiencia del ligando de 0.35.
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Tabla 11. Resultado del acoplamiento molecular con el receptor PPARY.

Scoring _
Compuesto (= DS Ranking
(kcal/mol)

WYA1 -7.20 0.38 +0.68 6
WYA2 -1.72 0.39 +1.16 4
WYA3 -7.82 0.39 +0.54 3
WYA4 -7.68 0.38 +1.69 5
WYAS5 -7.99 0.35 +1.04 1
WYAG6 -7.83 0.37 +0.86 2

En la Figura 41 se puede observar una interaccion de tipo puente de hidrégeno entre
el carboxilato del compuesto WYA-5 y el residuo de aminoacido His-323 que se
encuentra en la region polar del sitio activo del receptor. La interaccién con el residuo
His-323 también se observa en la estructura cristalizada entre el receptor PPAR-y y
pioglitazona. Esta es una de las interacciones cruciales que se han reportado para la

actividad de los agonistas de PPAR-y.

Figura 41. A) Diagrama 3D del acoplamiento molecular. B) Diagrama 2D de las interacciones

moleculares del compuesto WYA-5 con el receptor PPARY.
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8.1.9.4. Acoplamiento molecular sobre aldosa reductasa

Finalmente, en la Tabla 12 se muestran los resultados de acoplamiento molecular de
los compuestos frente a la enzima aldosa reductasa. En la tabla se puede observar
que el compuesto WYA-5 mostré la mejor energia de union (-11.02 kcal/mol). Obtuvo

una eficiencia de ligando aceptable de 0.51.

Tabla 12. Resultados de acoplamiento molecular con la enzima aldosa reductasa.

Scoring .
Compuesto LE SD Ranking
(kcal/mol)

WYA1 -10.55 0.55 +1.32 5
WYA2 -10.99 0.55 +0.62 2
WYAS -10.35 0.52 +3.19 6
WYA4 -10.69 0.54 +3.19 4
WYAS -11.02 0.48 +3.19 1
WYAG6 -10.77 0.51 +3.21 3

En el Diagrama en 3D (Figura 42) se observan interacciones de tipo polar del
compuesto WYA-6 con los residuos Tyr-48, His-110 y con Asn-160 que se encuentran

en el sitio de unién a anion del sitio activo de la enzima.

En el Diagrama 2D se muestra una interaccion de tipo puente de hidrégeno entre el
oxigeno del carbonilo y el residuo de aminoacido His-110, aminoacido que participa en
el ciclo catalitico, y una interaccion de tipo n-r entre el anillo aromatico 2 del compuesto
y el anillo aromatico del residuo Trp-111, aminoacido que se encuentra en la
subcavidad flexible de la enzima. Dichas interacciones ya han sido observadas y
reportadas como interacciones clave que estan presentes entre los compuestos

inhibidores y el sitio activo de aldosa reductasa.>®
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Figura 42. A) Diagrama en 3D y B) diagrama en 2D de las interacciones entre WYA-5 y aldosa reductasa.
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8.2.Parte quimica

8.2.1. Sintesis del 3-(hidroxifenil)propanoato de metilo (WYA-7)

La obtencién del 3-(4-hidroxifenil)propanoato de metilo (WYA-7) se llevdé a cabo
mediante una esterificacion de Fisher; se hizo reaccionar el acido 3-(4-
hidroxifenil)propandico con metanol en un medio acido por 2 h (Figura 43). Se usoé
agitacion magnética y se alcanzé una temperatura de 80°C, la reaccion fue
monitoreada con placas de cromatografia en capa fina (CCF) donde se observé la
formacion de un solo producto. Se obtuvo un aceite amarillo oscuro con un rendimiento
de 91.3 %.

H MeOH

] HO
HO H,S0O,, Reflujo

Acido 3-(4-hidroxifenil) propandico

Figura 43. Ruta de sintesis para la obtencién del compuesto WYA-7.

8.2.2. Sintesis del precursor WYA-11

Para la obtencién del compuesto WYA-11 (Figura 44) se hizo reaccionar el 3-(4-
hidroxifenil)propanoato de metilo (WYA-7) con el cloruro de 4-metilbencilo mediante
una SN? usando acetonitrilo como disolvente y agitacién magnética y calentamiento,
se alcanz6 una temperatura de 80°C. La reaccion fue monitoreada con CCF donde se
observé la formacion de un compuesto. EI compuesto fue purificado mediante
cromatografia en columna, se obtuvo como producto final un sélido con un punto de
fusion de 78.3-80.1° C, el tiempo de reaccion fue de 6 horas con un rendimiento de

producto crudo de 91.5%

7
o~ o~
3 K,CO,
HO + > )
/©/\X Acetonitrilo, AA o13
H;C i
R

X=Cl, Br

Figura 44. Ruta de sintesis para la obtencién del compuesto precursor WYA-11.
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Tabla 13. Propiedades fisicas y fisicoquimicas de los compuestos precursores.

Tiempo
o Punto de
PM de Temperatura | Rendimiento Estado »
Compuesto » y . fusion
(g/mol) | reaccion de reaccion (%) fisico .
0
(h)
Aceite
WYA-7 284.36 2 80°C 91.03 amarillo -
oscuro
Solido
WYA-11 180.2 6 80°C 97.53 78.3-80.1
blanco

Los tiempos de reaccién para la obtencion de los compuestos van desde las 2h hasta
las 6 horas, se obtuvieron buenos rendimientos de reaccién de los compuestos crudos
(>80%). La técnica de purificacién fue cromatografia en columna, el sélido obtenido
present6 un punto de fusién caracteristico de pureza (intervalo<2°C) (

Tabla 13).

8.3.ldentificacion y caracterizacion estructural de los compuestos
sintetizados

8.3.1. Espectroscopiade RMN 'Hy 13C

Para la identificaciébn del compuesto precursor WYA-11 sintetizado y purificado
previamente, se llevé a cabo el andlisis espectroscopico de resonancia magnética
nuclear (RMN) de *H a 600 MHz y de *C a 150 MHz.
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Figura 45. Espectro de RMN H de WYA-11, ampliaciones de las regiones alifatica y aromatica

En el espectro de RMN de 'H (Figura 45), podemos observar las sefiales con
desplazamientos de 2.62 y 2.68 ppm correspondientes a los hidrégenos de los
metilenos de la cadena alifatica, a 2.35 ppm se observa un singulete que integra para
3 hidrégenos y que corresponde a los hidrégenos del metilo unido al anillo aromético.
En un desplazamiento de 3.6 ppm se puede observar una sefial de tipo singulete que
integra para 3 hidrégenos que corresponde a los hidrogenos del metoxilo, en 5.05 ppm
se observa un singulete que integra para 2 hidrogenos que corresponde a los
hidrégenos del metileno unido al oxigeno. Finalmente, entre 6.95 y 7.37 ppm se
observan dobletes que corresponden a la regién aromatica con constantes de
acoplamiento orto entre 7.72 y 8.64 Hz que corresponden a los hidr6genos de las

posiciones 2’y 6,3’y 5’,2” y 6”7, 3” y 5” de los anillos aromaticos.
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Figura 46. Espectro de RMN 13C de WYA-11 completo y ampliacion de la region aromatica.

En el espectro de *C (Figura 46), podemos observar una sefial caracteristica que
corresponde al carbonilo del éster con un desplazamiento de 172.7 ppm. A 29.4y 35.2
ppm se pueden observar las sefiales que corresponden a los metilenos de las
posiciones 2 y 9 de la parte alifatica del compuesto. A 52.9 ppm, se observa la sefal
gue corresponde al carbono del grupo metoxi, la sefial con desplazamiento de 20.7
ppm corresponde al grupo metilo que esta unido al anillo aromatico. En un
desplazamiento de 69.0 se observa una sefial correspondiente al carbono unido al
oxigeno del éter y finalmente, las sefiales que se observan entre 114.6 y 136.9 ppm
corresponden a los carbonos de anillos aromaticos del compuesto. Por Gltimo, a 156.7

ppm se observa la sefial del carbono del anillo aromético unido al oxigeno del éter.

A continuacion, en la Tabla 14 se presentan las asignaciones de las sefales de los
espectros de RMN H y 3C del compuesto WYA-11.
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Tabla 14. Asignacion de sefiales del espectro de RMN 'H y 13C del compuesto WYA-11.

5

HC N
Posicién 8 *H (m, H) ppm J (Hz) 3 13C ppm
-
2 2.82 (t, 2H) - 35.2
3 2.62 (t, 2H) - 29.4
4 5.05 (s, 2H) - 69.0
5 2.35 (s, 3H) - 20.74
6 3.62 (s, 3H) - 51.21
1 -- -- 134.9
2 7.16 (d, 2H) 8.56 129.2
3 6.95 (d, 2H) 8.64 114.6
4 -- -- 156.7
5 6.95 (d, 2H) 8.64 114.6
6 7.16 (d, 2H) 8.56 129.2
1” -- -- 132.5
2" 7.36 (d, 2H) 7.88 127.7
3" 7.23 (d, 2H) 7.72 128.9
4 -- -- 136.9
5" 7.23 (d, 2H) 7.72 128.9
6" 7.36 (d, 2H) 7.88 127.7

8.3.2. Analisis de consenso farmacoldgico (ACOFA) para la

seleccién de un lider computacional seguro (Safe Lead)

En la Tabla 15 se resumen los resultados obtenidos en el andlisis in silico de los
compuestos WYA 1-6, los resultados se dividen en 4 categorias: Propiedades
fisicoquimicas, propiedades farmacodindmicas, propiedades farmacocinéticas y
propiedades toxicolégicas. Los parametros que se presentan en la tabla se tomaran
en consideracién para la seleccion de un lider computacional seguro sobre el cual se

podria priorizar ensayos in vivo a futuro.
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Tabla 15. Analisis de consenso farmacolégico para los compuestos WYA 1-6.

Consenso farmacolégico

Compuesto WYA 1 2 3 4 5 6

Propiedades fisicoquimicas

PM (g/mol) 256.3 | 274.29290.75]270.33 [ 324.29 |1 281.31

TPSA 46.53 | 46.53 | 46.53 | 70.32 | 93.53 | 58.56

LogP

LogD (pH 7.4)

Solubilidad acuosa -

Propiedades farmacodinamicas

PASSy Swiss Target

Acoplamiento GPR40 (kcal/mol)

Acoplamiento PPAR-y (kcal/mol)

Acoplamiento aldosa reductasa

(kcal/mol)

Propiedades Farmacocinéticas

Absorcion. Intestinal

Inhibidor de CYP (3A4, 2C9, 2D6)

Sustrato glucoproteina P

Propiedades toxicoldgicas

Bloqueo de canales hERG

Mutagenicidad

Carcinogénesis

NETESIASENSREEIoNS. ~marillo= satisfactorio; RElEH PECCISEISHGIONG.
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Con base en los resultados obtenidos, ninguno de los compuestos presento alertas en
el ambito toxicoldgico, por lo que los seis candidatos califican como compuestos
seguros evaluados por métodos computacionales. Ningln compuesto presento
probabilidades de ser bloqueador de los canales hERG, no presentaron alerta alguna
relacionada con efectos mutagénicos, ni efectos tumorogénicos. Por lo tanto, ninguno

de los compuestos es descartado en esta parte.

Por otro lado, los resultados obtenidos en la parte farmacocinética muestran que
ninguno de los compuestos presentaran problemas de absorcion intestinal, por lo que
podran administrarse de forma oral, no presentan alerta como inhibidores de alguna
de las isoformas del CYP450, asi que podemos predecir que no habra problemas de
interaccion farmacolégica o efectos adversos con el uso de estos compuestos, ademas
ninguno de los compuestos es sustrato de la glicoproteina P, enzima asociada con

farmaco-resistencia.

En los resultados obtenidos en el acoplamiento molecular dirigido, los compuestos
WYA-4, WYA-5 y WYA-6 destacaron por presentar las mejores energias de unién
sobre las 3 dianas terapéuticas propuestas en este proyecto, por lo que se destacan

para proceder a ensayos in vivo a futuro.

Finalmente, se realiz6 la comparacion de los compuestos considerando los valores de
logP y logD, asi como solubilidad acuosa. Los compuestos presentaron probabilidades
intermedias de ser solubles y valores de log P menores a 5. En los resultados
obtenidos de log D, los compuestos WYA 3-5 se encontraron dentro de los valores

ideales de log D a pH fisiolégico de 7.4.

Por lo tanto, podemos concluir que el compuesto seleccionado como lider
computacional seguro de la serie disefiada es el compuesto WYA-5, seguido del
compuesto WYA-4, debido a la coleccién de resultados satisfactorios en el analisis

farmacoldgico de consenso.
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9. CONCLUSIONES

o Se llevo a cabo el disefio racional de los compuestos denominados WYA 1-6 con
base en una investigacion de compuestos ya reportados y estudiados que poseen
actividad antidiabética y que son de interés en este proyecto.

o Los compuestos diseflados (WYA 1-6) presentaron propiedades ADMET
apropiadas, ademas mostraron buenas probabilidades de poseer actividad
antidiabética y mediana probabilidad de unidon a otras dianas de importancia en el
tratamiento de DT2 (multitarget).

o Se propuso una ruta de sintesis de 3 pasos para la obtencién de los compuestos
WYA 1-6.

o Se prepar6é el compuesto WYA-11, éster precursor del compuesto final WYA-4,
validando la ruta sintética propuesta.

o Se selecciond a los compuestos WYA-4 y WYA-5 como hits computacionales
seguros para realizar ensayos biolégicos a futuro, debido a la coleccion de

resultados satisfactorios en el analisis farmacol6gico de consenso.
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10. PERSPECTIVAS

Sintetizar los compuestos WYA-4 y WYA-5, hits computacionales seguros.

Realizar estudios in vitro para evaluar su actividad biolégica como agonistas de

los receptores GPR-40 y PPAR-y y como inhibidores de aldosa reductasa.

Realizar estudios in vivo para conocer la toxicidad de los compuestos y su
capacidad como agentes antihiperglucemiantes, asi como establecer su indice

terapéutico.
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11. PARTE EXPERIMENTAL

A continuacion de presentan los reactivos necesarios para llevar a cabo la sintesis del

compuesto WYA-11 mediante la ruta de sintesis propuesta en este proyecto.
Acido 3-(4-hidroxifenil)propionico ($1916.00, 25 g)
Cloruro de bencilo ($500.00, 250 g)
Cloruro de 4-fluorobencilo ($838.00, 25 g)
Cloruro de 4-clorobencilo (820.00, 100 g)
Cloruro de 4-metilbencilo ($1096, 100 g)
Cloruro de (4-triflourometil)bencilo ($1902, 59)
4-Clorometilbenzonitrilo ($2496, 10 g)
4-Bromometilbenzonitrilo ($2937, 10 g)
11.1. Equipamiento requerido para la sintesis del compuesto

precursor WYA-11.

Para realizar las reacciones necesarias para la sintesis de WYA-11 se usé una parrilla
de calentamiento equipada con agitacion magnética de la marca Science med y
matraces bola de 5 y 10 mL equipados con agitadores magnéticos y acoplados a un

refrigerante.

Para evaporar los disolventes se ocup6 un rotaevaporador de la marca Blichi acoplado
con una bomba de vacio de la marca Felisa. Para la medicion del punto de fusion se

empleé el aparato Stanford Research System, modelo EZ-Melt.

Los espectros de resonancia magnética nuclear y de masas se obtuvieron gracias a la
colaboracién con el Dr. Emanuel Hernandez Nufiez del Departamento de Recursos del
Mar, CINVESTAV, unidad Mérida

11.2. Cromatografia

Para el monitoreo de las reacciones se uso la técnica de cromatografia en capa fina
(CCF) utilizando placas de aluminio de 3.0x4.5 cm cubierto con una capa de silice

Alugam las cuales fueron reveladas en una lampara de luz UV. Para la elucion de las
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CCF y para cromatografia en columna se usaron los sistemas de elucién que se

describen en la Tabla 16.

Tabla 16. Sistemas de elucion empleados.

Sistema Proporcion Composicion
|
I 70:30 Hexano:Acetato de etilo
1] 60:40 Hexano:Acetato de etilo

11.3. Sintesis del 3-(hidroxifenil)propanoato de metilo (WYA-7)

o @]

O/

OH MeOH

HO

HO H,SO,, Reflujo WYA-7

Acido 3-(4-hidroxifenil)propandico

En un matraz equipado con agitador magnético y refrigerante, se afiadié 0.4015 g
(0.0024 mol) de acido 3-(4-hidroxifenil)propandico como reactivo limitante que fue
disuelto en 4 mL de metanol, a esto se le afiadié una gota de acido sulfdrico. Se dejo
en agitacion a 76°C. La reaccion fue monitoreada con CCF cada 30 minutos utilizando
el sistemal |, la duracion de la reaccion fue de sélo 2 horas. Posteriormente se procedid
a rotaevaporacion para eliminar el disolvente. Se colocé el matraz en un bafio de hielo
equipado con agitacion magnética, se le afiadieron 5 mL de agua fria. Después de 15
minutos de agitacion se colocé en el contenido en un embudo de separacion y se
realiz6 una extraccion triple Agua: Acetato de etilo (AcoEt) afladiendo 8 mL de AcoEt
en cada extraccion. La fase organica se rotaevapord y se dejé secar. Se obtuvo un
aceite amarillo oscuro con un peso de 0.3655 y un rendimiento del compuesto crudo
de 91.03%.
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11.4. Sintesis del 3-(4-metilbenciloxifenil)propanoato de metilo
(WYA-11).
WYA-7 Q 9

- -
O (0]
,@A)\ 3 K;CO4
HO <+ > o
/©/\c| Acetonitrilo, A WAL

En un matraz equipado con agitador magnético y refrigerante, se afiadié 0.1378 g
(0.0006 mol) 3-(hidroxifenil)propanoato de metilo (WYA-7), disuelto en 1.5 mL de
Acetonitrilo (CHsCN) y se dej6é en agitacién por 15 minutos. Se adicionaron 0.2004 g
de carbonato de potasio (K2CO3) y se dejé en agitacion por 45 minutos. Con ayuda de
un embudo de presiones igualadas, se adicionaron 136 uL de cloruro de 4-
metilbencilodisuelto en 0.5 mL de CHsCN, lo cual fue afiadido gota a gota con
intervalos de 1 minuto y la reaccién se llevé a temperatura de reflujo. La reaccién fue
monitoreada cada hora mediante CCF utilizando el sistema Il. La duracion de la
reaccion fue de 6 horas observandose la formacion de un Unico producto, al término
de ésta se evaporG el disolvente con el rotaevaporador. Una vez eliminado el
disolvente, se colocé el matraz en un bafio de hielo y se le afiadié 1 mL de agua fria y
se dej6 en agitacion por 15 minutos y se disminuy6 el pH a 3 usando una solucién de
acido clorhidrico al 10%. El producto obtenido fue un sdlido blanco el cual fue purificado
mediante cromatografia en columna empleando un sistema Hexano:AcoEt. Se obtuvo
un punto de fusién de 78.3° a 80.1°C.

3-(4-metilmenciloxifenil) propanoato de metilo

RMN 3C (150 MHz, DMSO-d6) &: 20.7 (C-5), 29.4 (C-3), 35.1 (C-2), 51.21 (Ph-CHsa),
69.0 (C-10), 114.6 (C-5', C-3'), 127.7 (C-6”, C-2"), 128.9 (C-4”), 129.16 (C-5"-C-3"),
132.5 (C-6', C-2’), 134.1 (C-1”), 136.9 (C-1"), 156.7 (C-4), 172.7 (COOH) ppm.

RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) &: 2.35 (s,3H,5-CHs), 2.62 (t,2H, 3-CH2, Jo = 7.62 Hz),
2.82 (t,2H, 2- CHy, Jo = 7.54 Hz), 3.62 (s,3H, 6-CHs), 5.05 (s, 2H, 4-CH,, 6.95 (d, 2H,
5'-H, 3-H, Jo = 8.64 Hz), 7.17 (d,2H, 6'-H, 2'-H, J0=8.86 Hz), 7.23 (d, 2H, 5"-H, 3" Jo
=7.72, Hz), 7.36 (d, 2H, 6”-H, 2", Jo = 7.88 Hz) ppm.
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Espectro 1. RMN 3C (600 MHz, DMSO-d6) del compuesto WYA-11
R —————————

75



SE'E ~
85~
292

z8'e

IFe—
£9E —

505 —

P69~
AYEN
£T'L—
ogL

SELT

55—

9=

IBRE—

245 2,35

2.55

-

%*u!md

de Farmacia

2.55
f1 (ppm)

1]

-

[

L

K]

N
P69 — —
P O R —
2L~ ——
9 — T —

17.457.407.357.307.25 7.20 7.15 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90
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FP3zDgQJfoj/qnYIdszp9AXfx4HIlalOz+wifCpLISk+bU+jQ9gR/B5XKcBsQzYeMe7GsfWu915UCx+7BYOThbgvggUEO3Xh13Db+XI5AcT63GVwW4SPIQwWL5A/FesHCNYy+AmABN
hu30/TgT3T4Gg/Ir5vR9s9InFkd040OJV3OhFBuTexapfRIHPoR4vQ54waUfu+jV5tsDtCA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

2x5AhzOLB

https //eflrma uaem.mx/noRepudio/qjkF9jgHUCRpsLuDol0IM7VGQs4JiIMGV
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ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

| presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es vélido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

DELIA VANESSA LOPEZ GUERRERO | Fecha:2022-08-31 13:13:15 | Firmante
HHCn7FuHcKtpx5FOHu0gayJkxK7Jk7mnBUueOukngJEWYLYGHrTd9f7TQ3auSmk+6FHqW/bS5BBV4WI3YPSrcO8+Uj+rv0jO8E3miHOaF4Avo8ggEjrOXEXBprmiu5IXgCDyLN4
ihfgl4ylu7cW1mOecL+UzWKk5Dzf1bWNdvpMG3jM2H7ZPWKEsA4j0t2QRsdcHxxpjmupTqmhYZy3JIPBSSTQ6 TNNROVXhmMZX2JISEr1ZiXmpTcw6sYuV6/PJ8ybnIMjcWEWCIfXv
xtB6xmFHLHpiG8faalL|3ibBnoPRNggNeNgUah1QRGGaJgVILXMMAHOpPfKINAS+zXNsFExQw==

BLANCA IRIS COLIN LOZANO | Fecha:2022-08-31 13:43:57 | Firmante
GxzI86LRO11F2m3XPmTIFRwt8eEhWtGtr2lwgZowb3n5IwJ/XWeKeg5rtydObdcCWCNwX15ks6aiiXPKwW9emGytclI3Evc6/3quO3YK23R6f3upmmHritie26W8IppdFhHJItoz 7SI
uZ6675eUolaDyqguZwl4yc6516X6tnvmnjSXIDjH+XLO/GjR1IWzrVTioAxZ0cGFAOD|T/Sb8exGERcygawMPexwcMigns+my/S00Gczox/Qpdr3rhVMMUZzfinigdhWKkb2EqA54WAC
9L1yBLYR6T4YH4BOP7TuuQ6bqOeyH8FreOui4FI+/wGdSqt7uF+DBg8aW48ykXYhfA==

MARTHA HERNANDEZ LABRA | Fecha:2022-08-31 14:43:33 | Firmante
WSVEINWWXCjW54bd76d7bS7kUQ2RNpWsXjQG9qRyAsyfzcs02toWnkkyaBIGDaD7MjKG/UGkk1AXyoTaNKuK/yx40oBygOs311CHNP/tdIPnhxC39IhWTuu/o8ymWOtIMHtCL
W97w+gTG7300Gea51syJgXVQakiBZ3eKAsV27y/B7oMvYRBYEmb4u8SsphOWQG+ORA8gNFwvKoFalJlolR2IQaF+yjGWallt7jRz7+ZerXAu8VZ67NEek8lIscyodzuiTEBEEYQ
ewMbqiBiF9JAgvB1KOrhnkMsB8f62rIDpUaT6XyIWEVY3sx9EBFrR4iKmxUHFgiBcl+1Gwo0sg==

SAMUEL ENOCH ESTRADA SOTO | Fecha:2022-08-31 16:40:34 | Firmante

RM95pVbANpxVgRxMdJI5F1ceNIXxmPBKOLVKCQyYHY 1gG6NAVBUIllal7uzx+vtoME6+RFNJIXFVFjoUUgXvsE+SnmehThBfhrMDL+wkBG7EiHVMKChyi8/DL6CUOeJtZy5UPR+
BYYP2978RV5EWPrévvV0tccRUQEKDZj11Q1z2M72IjJOAY9CRv2wepVK5ms2/RRVzF7SBCjVBj1rOXp0eorMv3xWOF9gC90VZSB1A1xVIzHNe30zY YfHjzGaRPRFh1DocGXX1B
9vaT9ZrCTPBMVnHC|TPsjGpUVf+4ZTCifqEwirOlivgndLp/MoFyEr3Se7cv5enFMLLzvSQdikKXg==

MARIA ANTONIETA CASTELLO LEYVA | Fecha:2022-09-02 18:45:14 | Firmante

fTgbCf8upHhe5niclwkzeoEO0aP2A8ng3cTAHT5VUKTW6EUNhvI13Md877ralUY 73kjhPrmkqzjdwJUzQGOFR6aeb+fTokdEOcktizKMv6UNgoNMucMNefG+5WAT+ltpcR3c60BTLFU
08AXxH/xjYrqY/azr2AGp3+0Cll04nkVI8RDPEyKemBEyqUNGKArVZ8YkIrOA7dfTsKawUEOb5PWHwwg2zG7NaFzmdVS6gSvWUhwTLHVOp+FLTVUgja8m24FRpUdf1gvQPxXEV7
HyHXSc4Sr5j4slUUXelubihn+vEwErsn8Cwkq7hWhxmPdvAl4toe1nKaVy5UCZTRj479puKzQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

GK1nz2ER3

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/w7q2He2qi0TIdJLE3bUW6EV74zYd1jV|S
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