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ABREVIATURAS

ADA
ADP
AMP
ATP
CCF
DAG
DHA
DLso
DMAP
DMSO
DPP4
DT1
DT2
EM-IE
EPA
FFAR1
FID
GIP
GLP-1
GLP-1
GLUT
GPR40
IFG
IGT
IL-6
IRS

J

Jm

Jo

Asociacion Americana de Diabetes
Adenosin difosfato

Adenosin monofosfato

Adenosin Trifosfato

Cromatografia en capa fina
Diacilglicerol

Docosahexaenoico

Dosis Letal media

4-(dimetilamino) piridina
Dimetilsulfoxido
Dipeptidilpeptidasa-4

Diabetes tipo 1

Diabetes tipo 2

Espectrometria de masas por Impacto Electrénico
Acido eicosapentaenoico

Receptor de acidos grasos libres tipo 1
Federacion Internacional de Diabetes
Polipéptido inhibidor gastrico

Péptido similar al glucagén

Péptido-1 similar al glucagén
Transportador de glucosa

Receptor acoplado a proteina G 40
Alteracion de la glucemia en ayunas
Alteracion de tolerancia a la glucosa
Interleucina 6

Sustrato del Receptor de Insulina
Constante de acoplamiento
Constante de acoplamiento meta

Constante de acoplamiento orto



MOE Molecular Operating Enviroment

OMS Organizacion Mundial de la Salud

PASS Predictor del Espectro de Actividad Bioldgica para Sustancias
Pls Fosfatidilinositol trifosfato

PIP2 Fosfatidilinositol bifosfato

PKB Proteina cinasa B

PKC Proteina cinasa C

PKD1 Proteina cinasa D1

PLC Fosfolipasa C

PPAR Receptor activado por proliferador de peroxisomas
PPARs Receptores activados por proliferadores de peroxisomas
PTGO Prueba de Tolerancia a la Glucosa Oral

RMN Resonancia Magnética Nuclear

Ser/Thr Serina/treonina

SGLT-2 Cotransportador sodio-glucosa tipo 2

SUR-1 Receptor de sulfonilurea

TEA Trietilamina

TNF-a Interferén alfa

Tyr Tirosina

TZD 1,3-tiazolidin-2,4-diona

11B-HSD1 11 beta Hidroxiesteroide Deshidrogenasa tipo 1
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1 INTRODUCCION

La Diabetes es una enfermedad crénica, compleja y multifactorial caracterizada por
hiperglucemia que ocurre cuando se presentan niveles elevados de glucosa en
sangre. Debido a que el organismo deja de producir insulina ya sea completa o
parcialmente, puede darse el caso de que dicha hormona no se logre utilizar de
manera correcta. Las principales fuentes de morbilidad de la diabetes son las
complicaciones cronicas que se originan por una hiperglucemia prolongada,
incluyendo retinopatia, neuropatia, nefropatia y enfermedad cardiovascular. Estas
complicaciones y sintomas pueden ser aminoradas en muchos pacientes mediante
un tratamiento para el control de la glucemia® 3. La Federacion Internacional de la
Diabetes (FID) da a conocer que, México ocupa el sexto lugar a nivel mundial con
12.8 millones de personas que padecen diabetes, convirtiéndose en un grave
problema de salud global y del mismo modo reporté que en el 2019 la Diabetes
afecto alrededor de 463 millones de personas en todo el mundo, una cifra alarmante
gue se estima que se dupliqgue a 700 millones para el 2045, con un incremento de
51% (Figura 1)*.
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Figura 1 Numero de personas con diabetes por regién en 2019 y predicciones para el aiio 20451,

La diabetes tipo 2 (DT2) representa aproximadamente el 91% de los casos de
diabetes a nivel global®. Actualmente existen diferentes tipos de farmacos en el
mercado disponibles para el tratamiento de la DT2; sin embargo se han asociado
con efectos adversos no deseados, sintomas gastrointestinales, aumento de
peso, dafo hepatico, resistencia a farmacos y un alto riesgo de hipoglucemia.

Por lo anterior, se genera una necesidad urgente de agentes que ofrezcan un
tratamiento integral y por consiguiente en este proyecto, se propuso el disefio de
una serie de compuestos derivados del acido 2-acilaminotiazol-4-ilacético como
ligandos virtuales de los receptores PPARy y GPR40, para el tratamiento de la DT2.


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/hyperglycemia
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/type-2-diabetes
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/gastrointestinal-distress
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/body-weight-gain
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/body-weight-gain
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/liver-injury

2 ANTECEDENTES

2.1 Clasificacion actual

Los principales tipos de diabetes incluyen la diabetes tipo 1, diabetes tipo 2, diabetes
gestacional y otros tipos de diabetes, los cuales se mencionan en la Tabla 1. Todos
los tipos de diabetes conducen a niveles elevados de glucosa en sangre, pero, se
sabe que cada uno cuenta con un mecanismo diferente que ocasiona dicha

enfermedad? 3.

Tabla 1Clasificacién de diabetes mellitus de acuerdo con la OMS y ADA? 3,

Clasificacion

Caracteristicas principales

Tipo 1

Se identifica por hiperglucemia causada por una destruccion autoinmune
de las células B de los islotes pancreaticos, con la deficiencia absoluta
de insulina, teniendo la necesidad de reemplazarla con la administracion
de insulina diaria. Este tipo de Diabetes afecta a mas de 1.1 millones de
nifios y jovenes menores de 20 afios. La DT1 representa del 5-10 % de
los casos con diabetes.

Tipo 2

Se caracteriza principalmente por resistencia a la insulina (RI) y una
deficiencia relativa de insulina. Cominmente se relaciona con obesidad,
mala alimentacion y falta de ejercicio, siendo estos los principales
factores de riesgo. Estos pacientes son tratados con medicamentos que
ayuden a mejorar los sintomas y complicaciones que causa la Diabetes.
A pesar de que esta enfermedad se consideraba de la etapa adulta, en
la actualidad los casos en nifios y jovenes se han incrementado.

Diabetes
Gestacional
(DG)

Se diagnostica en mujeres embarazadas entre el segundo y tercer
trimestre del embarazo, es transitorio y suele desaparecer al término del
embarazo; se presentan niveles altos de glucosa en sangre debido a que
la accion de la insulina se ve disminuida por la producciéon de hormonas
en la placenta.

Otros tipos

Son menos frecuentes, los tipos que se incluyen son: Diabetes
monogénica asociado con condiciones genéticas y Diabetes secundaria.

Para fines de este proyecto nos enfocaremos en la DT2, debido a que es mas
frecuente que la DT1 representando alrededor del 91% de los casos diagnosticados
de diabetes. Ademas, en las ultimas décadas, ésta se ha convertido en un problema
grave de salud a nivel mundial.# El aumento de los casos de DT2 puede deberse a
diferentes factores como el envejecimiento de la poblacion, el desarrollo econémico,
estilos de vida sedentarios y un mayor consumo de alimentos no saludables
vinculados con la obesidad.



2.1 Criterios de diagnéstico

Para establecer el diagnéstico de diabetes, existen diferentes condiciones que se
deben de evaluar. La NOM-015-SSA2-2010, para la prevencion, tratamiento y
control de la diabetes mellitus y la FID indican que si se cumple con los siguientes
criterios que se muestran en la Figura 2 ademés de la presencia de sintomas
caracteristicos como poliuria (eliminacién frecuente de orina), polidipsia (sed
excesiva), polifagia (frecuente consumo de alimentos) y obesidad abdominal, se
puede establecer el diagnostico de diabetes, confirmando los resultados superiores
al rango normal en un dia diferente®.

Se debe di . Se debe diagnosticar la Se debe diagnosticar
DleABeE$Eéa9”°S“Car ALTERACION DE ALTERACION DE LA
cumplan uno o ;ué?sngg Izi TOLERANCIA A LA GLUCEMIA EN
siguientes criterios: GLUCOSA (IGT) cuando AYUNAS (IFG) cuando
se cumplan ambos criterios: se cumplan ambos criterios:
Glucosa en 570 L
plasma en 1o m"/"gl_ < 7.0 mmol/L 6.1 — 6.9 mmol/L
ayunas (126 mg/dL) (126 mg/dL) (110 — 125 mg/dL)
Glucosa en
plasma tras = 1.1 mmol/L i 1181mr?11rro]|(§||/_|y <7.8 mmol/L
dos horas de (200 mg/dL) : (140 mg/dL)

(140-200 mg/dL)

haber ingerido
por via oral una
carga de glucosa

de 75 g.
HbA1c 248 mmol/L
(6.5 %)
E: nivel de| > 11.1 mmol/L
glucosa ai (200 mg/dL)
azar

Figura 2 Criterios de diagnéstico para diabetes modificado de?.
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La alteracion de la tolerancia a la glucosa (IGT) y la alteracion de la glucosa en
ayunas (IFG) son niveles de glucosa en sangre por encima del rango normal, pero
por debajo de los criterios de diagndstico de diabetes. Esto puede ser de manera
aislada o paralela. Una vez que las personas con prediabetes han sido identificadas
se les aconseja someterse a un cambio en sus habitos alimenticios y estilo de vida
para reducir la tendencia creciente de diabetes®

2.3 Diabetes Tipo 2 (DT2)

la DT2 es una enfermedad conformada por un grupo de alteraciones metabdlicas,
caracterizadas por hiperglucemia que surge como consecuencia de una deficiencia
relativa o absoluta de la secrecion de insulina, resistencia a la accion de la insulina
o0 ambas* 6.

2.4 Fisiopatologiade laDT2

2.4.1 Secrecion de la insulina

La secrecion de insulina se encuentra muy regulada para proporcionar
concentraciones estables de glucosa en sangre, tal como se muestra en la Figura
3. Existe una serie de eventos moleculares que controlan la secrecion de insulina la
cual es estimulada por glucosa e inicia con la internalizacion de ésta a las células
beta-pancreaticas a través de GLUT-2. Posteriormente, la glucosa es fosforilada por
accion de la enzima glucocinasa convirtiéendose en glucosa-6-fosfato, para ser
metabolizada por la via de la glucolisis y ciclo de Krebs hasta producir ATP. El
incremento de ATP/ADP, lleva al cierre de los canales de potasio dependientes de
ATP, induciendo la despolarizacién de la membrana, permitiendo la apertura de los
canales de calcio dependientes del voltaje, provocando la entrada de Ca?* para
iniciar la liberacion de granulos de insulina’ .



k+ Conductos de K*
Kir6.2 sensibles a ATP
4+—— Diazoxido
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Figura 3 Regulacién de secrecion de insulina®.

2.4.2 Seinializacion de la insulina.

La insulina es un péptido de 51 aminoacidos producido y secretado por las células
B de los islotes pancreaticos. Esta formada por dos cadenas polipeptidicas, Ay B
de 21 y 30 aminoécidos, unidas por puentes disulfuro.® 1° Para realizar sus acciones
biolégicas debe de unirse con su receptor, el cual es una glucoproteina integral de
membrana, formado por cuatro subunidades enlazadas a través de puentes
disulfuro; dos subunidades a, contiene el sitio de unién para la insulina, se encuentra
en el exterior de la membrana celular y dos subunidades B, que tienen un dominio

extracelular, una porcién transmembranal y una intracelular (Figura 4)*.
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Figura 4 Estructura del receptor de insulina modificado de?°.

La mayoria de las acciones de la insulina son mediadas por cascadas de
sefializacion intracelular, (Figura 5), la cual se activa mediante la union con su
receptor por lo que lleva a una fosforilacion inicial del receptor en residuos de
tirosina (Tyr) y la asociacion de sustratos del receptor de insulina (IRS). Se han
identificado cuatro IRS, pero los mas estudiados han sido el IRS-1 y el IRS-2; una
vez que, sustratos del receptor de insulinal (IRS-1) es fosforilado, activa a la
fosfatidilinositol-3-cinasa (PIsK) el cual fosforila lipidos de membrana como
fosfatidilinositol bifosfato (PIP2), para la obtencion de fosfatidilinositol trifosfato
(PIP3) y que a su vez activa la enzima PIPs cinasa dependiente 1 (PDK-1), activando
a otra cinasa llamada proteina cinasa B (PKB 6 Akt), ejerce efectos sobre diversas
vias que finalmente regulan la homeostasis de lipidos y carbohidratos. La enzima
PDK-1, al activar mediante fosforilacion a la proteina cinasa C (PKC) y Akt, permiten
la fosforilacion de vesiculas intracelulares que contienen al transportador de glucosa
4 (GLUT-4), para promover la translocacion hacia la membrana. El cual transporta
la glucosa plasmaética al interior de la célula normalizando la glucemia. En la DT2
existe una inadecuada sefializacion de la insulina que se asocia principalmente al
aumento de &cidos grasos libres, por lo que se han descrito multiples mecanismos?
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Figura 5 Via de sefializacion de la insulina8.

2.4.3 Resistencia a la insulina

La resistencia a la insulina, es la incapacidad de que cantidades normales de
insulina logren desencadenar la respuesta esperada, la cual es una caracteristica
importante en el desarrollo de la diabetes tipo 2 (DT2).1? El avance de la resistencia
a la insulina es causada por distintas alteraciones, entre ellas mutaciones y/o
modificaciones postraduccionales del receptor de insulina o de las moléculas
efectoras de esta via. Las alteraciones mas comunes de la resistencia a la insulina
son:

e Disminucién en el nimero de receptores de insulina y de su actividad
catalitica

e Aumento en el estado de fosforilacién en residuos de Ser/Thr del receptor de
insulina y del IRS

e Aumento en la actividad de PTP-1f en residuos de Tyr.

e Disminucién de la actividad de las cinasas PIsK y Akt.

e Defectos en la expresion y funcion del GLUT-411 13,

Las alteraciones anteriores reducen la incorporacion de glucosa en el tejido
muscular y adiposo lo que promueve modificaciones a nivel metabdlico. La



Resistencia a la Insulina se asocia al desarrollo de enfermedad cardiovascular, DT2,
cancer, entre otras enfermedades?s.

La resistencia a la insulina se puede relacionar con diversas causas Yy
consecuencias: obesidad, un estilo de vida sedentario, envejecimiento,
hiperglucemia, diabetes, hipertension y dislipidemia, que en conjunto reciben el
nombre de "sindrome metabdlico" (Figura 6)*.

La obesidad se define como la presencia de cantidad excesiva de grasa corporal o
tejido adiposo, que se manifiesta por un incremento del peso corporal asociado a
una mayor distribucion de tejido adiposo visceral, que es infiltrado con macrofagos
y pueden tornarse un sitio de inflamacion crénica, la cual contribuye a la resistencia
a la insulina y a la disfuncion metabdlica sistémica. Las adipocinas como leptina,
adiponectina y citocinas como TNF-a, IL-6 también puede causar resistencia
sistémica a la insulinat® 14 15,
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Figura 6 Causas y consecuencias de la Resistencia a la Insulina modificado de?*?

2.5 Tratamiento parala DT2



Una vez que se diagnostica DT2, el paciente debe someterse a un tratamiento con
el objetivo de conseguir un control clinico y evitar o reducir complicaciones para que
las personas con diabetes tipo 2 puedan llevar una vida larga y saludable. Consiste
en una triada que se compone de dieta, ejercicio y tratamiento farmacologico.

2.5.1 Ejercicio

La ADA afirma que el ejercicio juega un papel importante en la prevencion y control
de la diabetes y prediabetes. Tanto el ejercicio aerdbico como el acondicionamiento
muscular mejoran la accion de la insulina y puede ayudar con el control de los
niveles de glucosa en sangre, lipidos, presion arterial, riesgo cardiovascular, y la
calidad de vida del paciente, realizando el ejercicio periédicamente?

La contraccion muscular aumenta directamente el transporte de glucosa y su
metabolismo por un mecanismo insulino-independiente, incrementando la
utilizacion de glucosa en la célula muscular. Esto ocurre por un proceso de
transformacion de energia en donde el ATP es la molécula intermediaria, que es
transformada en energia. Los sustratos metabdlicos que permiten la produccion de
ATP proceden de las reservas del organismo o de la ingestion diaria de alimentos,
los mas utilizados en las diferentes rutas metabdlicas son los hidratos de carbono y
las grasas. Los sistemas metabdlicos que utiliza el organismo para obtener energia
son de tres tipos, primero el sistema de los fosfagenos, segundo la glucolisis
anaerdbica y tercero el sistema aerébico dependiente de oxigeno®

La préactica de ejercicio y actividad fisica regular se relaciona con la disminucién de
la resistencia a la insulina (RI) y la tolerancia a la glucosa debido a una mayor accién
de la insulina del musculo esquelético. Este aumento de la accidn de la insulina se
asocia con un incremento de los transportadores de glucosa regulables por insulina,
GLUT4, y las enzimas responsables de la fosforilacién, almacenamiento y oxidaciéon
de la glucosal® 7. En pacientes prediabéticos que realizan ejercicio fisico aerébico
parece aumentar la sensibilidad a la insulina y revertir total o parcialmente esta
condicion? 8,

2.5.2 Tratamiento farmacolégico para la DT2



Los farmacos utilizados para el tratamiento de la DT2 son los siguientes: insulinas,
biguanidas, tiazolidindionas, sulfonilureas, analogos de meglitinida, inhibidores de
DPP-4, agonistas de GLP-1, inhibidores de SGLT-2, inhibidores de a-glucisidasas ,
Anélogo del polipéptico amiloide de los islotes, Secuestrador del &cido biliar y
agonista de la dopamina. (Figura 7)%3 19,
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"o ow,

Sulfonilureas
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SGLT-2
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GLP-1 DPP-4
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Figura 7 Farmacos actualmente disponibles para el tratamiento de DT2. llustracién modificada de 2
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2.5.3 Preparaciones de Insulina

Activan el receptor de la insulina, reduciendo la glucosa circulante. Se clasifican
segun su tiempo de accion:

- De accion rapida: lispro, aspartato, glulisina, inhalado regular.

- De accion corta: regular.

- De Accion intermedia: NPH.

- De accion prolongada: detemir, glargina, degludec.
Su administracion es por via parenteral, presentan algunos efectos adversos,
hipoglucemia y aumento de peso™®.

2.5.4 Insulinosensibilizadores

2.5.4.1 Biguanidas
La metformina es el Unico farmaco del grupo de las biguanidas comercialmente

disponible hoy en dia para su uso, su estructura se muestra en la Figura 8. Actla
aumentando la actividad de la proteina cinasa dependiente de AMP (AMPK), dicha
proteina activada estimula la oxidacion de acidos grasos, la captacién de glucosa,
el metabolismo no oxidativo, reduce la lipogénesis y gluconeogénesis. La
metformina es el farmaco con el que se inicia el tratamiento cuando se diagnostica
diabetes tipo 2, por ser efectiva, segura, econdmica ademas de lograr un control de
peso por ser un agente ahorrador de insulina, y no aumenta el peso corporal, ni
provoca hipoglucemia, por lo que presenta ventajas sobre la insulina o las
sulfonilureas en el tratamiento de la hiperglucemia en personas con DT2. Sin
embargo sus principales efectos secundarios son trastornos gastrointestinales y en
raras ocasiones acidosis lactica®.

ZI

H,N

NH NH

Figura 8 Estructura de la Metformina
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2.5.4.2 Tiazolidindionas (TZD)

Son agonistas del receptor PPAR-y, los cuales se expresan principalmente en tejido
adiposo con menor expresion en células de muasculo cardiaco, estriado y liso,
participan en la regulacion de los genes relacionados con el metabolismo de la
glucosa y los lipidos. Clinicamente la pioglitazona es la unica TZD disponible, su
estructura se observa en la Figura 9, su comercializacion ha sido restringida por la
FDA, ya que puede causar cancer de vejiga urinaria®!. Rosiglitazonay Troglitazona,
se retiraron por mostrar trastornos cardiovasculares y hepaticos??.

/ S

Figura 9 Estructura de Pioglitazona

2.5.5 Secretagogos de insulina
2.5.5.1 Sulfonilureas

Las sulfonilureas estimulan la liberacion de insulina al unirse al receptor de SUR-1
en la membrana de la célula B-pancreética, bloqueando asi el canal ATP asociado
a K*, causando despolarizacién de la membrana celular, y una serie de eventos que
llevan a la secrecion de insulina. Las sulfonilureas son medicamentos especificos
para el tratamiento de DT2, siempre y cuando exista funcion de la célula B y se debe
administrar en terapia combinada con otros farmacos orales metformina y
tiazolidindionas. Los efectos adversos consisten en una tendencia a producir
hipoglucemia y aumento de peso?®. En este grupo se encuentran: Glibenclamida,
Glipizida y Glimepirida. En la Figura 10 se muestra la estructura de Glibenclamida.
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Figura 10 Estructura de Glibenclamida
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2.5.5.2 Inhibidores de la enzima Dipeptidilpeptidasa-4 (DDP-4)

DPP4 es una enzima que degrada GLP-1 y GIP, al inhibir la enzima
dipeptidilpeptidasa-4 (DDP-4) aumentan las hormonas incretinas GLP-1y GIP, para
reducir las fluctuaciones de glucosa postprandial al incrementar la secrecion de
insulina mediada por glucosa y reducir la concentracion de glucagon. Varios
farmacos se encuentran en esta familia como: Sitagliptina, Vildagliptina y
Saxagliptina®*. La estructura de sitagliptina se presenta en la Figura 11.

NH2 O

Figura 11 Estructura de Sitagliptina

2.5.5.3 Anélogos del péptido similar al glucagén-1 (GLP-1)

Las incretinas son hormonas gastro intestinales que se liberan después de los
alimentos y que estimulan la secrecion de insulina. Las incretinas mejor conocidas
son el péptido-1 similar al glucagén (GLP-1) y el polipéptido inhibidor gastrico (GIP).
Los agonistas se acoplan al receptor GLP-1 para activarse y estimular a las células
B del pancreas para estimular la secrecion de la insulina. Los farmacos mas
representativos son: Exenatida y Liraglutida, el cual se muestra a continuacion en
la Figura 1224,

Figura 12 Liraglutida PDB: 4APD
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2.5.6 Otros mecanismos

2.5.6.1 Inhibidores del co-transportador sodio-glucosa tipo 2 (SGLT-2)

Los SGLT-2 reabsorben el 98% de la glucosa filtrada en el tabulo proximal del
glomérulo, con la inhibicion de estos co-transportadores se incrementa la excrecion
urinaria de glucosa y con eso disminuye la hiperglucemia. Dapaglifozina,
Canaglifozina y Empaglifozina pertenecen a este grupo?®. La estructura de
Dapaglifozina se muestra en la Figura 13.

HO
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Figura 13 Estructura de Dapaglifozina

2.5.6.2 Inhibidores de las a-glucosidasas

Inhiben reversiblemente a las enzimas a-glucosidasas, que se encuentran
presentes en el borde del intestino delgado, estas enzimas rompen los
oligosacaridos en componentes mas pequefios para que puedan entrar facilmente
a circulacion. Inhiben la absorcién de carbohidratos en el intestino y como resultado
disminuye la cantidad absorbida de glucosa en la sangre®®. En este grupo se
encuentran: Acarbosa y Miglitol el cual se muestra en la Figura 14.
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Figura 14 Estructura del Miglitol
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2.6 Dianas moleculares novedosos en el tratamiento de la DT2

A pesar de que existen diferentes farmacos para el tratamiento de la DT2,
desafortunadamente muchos de estos generan efectos adversos ademas de que
no tratan todos los sintomas y complicaciones, por lo que en la actualidad se
encuentran en etapas de investigacidon numerosos compuestos dirigidos a blancos
terapéuticos para el tratamiento de la diabetes tipo 2, a continuacién, se ejemplifican
en la Figura 15.

Ligandos de PPARs
| Sensilibilizadores del
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Figura 15 Esquema de diferentes dianas moleculares para el tratamiento de la DT2.
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2.6.1 GPR40/Receptor de &cidos grasos libres tipo 1 (FFAR1)

En tiempos recientes el receptor de acidos grasos libres tipo 1 (FFAR1) ha sido
estudiado ampliamente, ya que es un receptor dependiente de hiperglucemia?®.
Pertenece a una clase de receptores acoplados a proteinas G. Se encuentra
predominantemente en las células B pancreaticas y también en las células
enteroendocrinas. Sus ligandos naturales son acidos grasos saturados

e insaturados de cadena media y larga?’ 8,

La activacion de GPR40/FFAR1 ayuda a potenciarla secrecion de la insulina
mediante el mecanismo que se muestra en la Figura 16.

Inicia cuando un acido graso, ligando enddégeno o sintético se une a este receptor y
ocurre la activacion de la subunidad Gaqi1 y a su vez activa a la fosfolipasa C (PLC),
qgue hidroliza el fosfatidilinositol 4,5-bifosfato para producir diacilglicerol (DAG) y
trifosfato de inositol (IP3). El IP3 se une a su receptor en el reticulo endoplasmico
para promover la liberacién de calcio intracelular, mientras que DAG activa la
proteina cinasa D1 (PKD1) y para que F-actina realice una remodelacion en la célula

que lleve a la liberacion de los granulos insulina?® 2°,

Acido graso Ligando sintético
&) ‘
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Figura 16 Mecanismo de accién de GPR408.

El descubrimiento de este receptor ha inducido a una gran investigacion sobre
ligandos que activen FFARL1 con la posibilidad de desarrollar nuevas alternativas

terapéuticas para el tratamiento de DT2.

16


https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/unsaturated-fatty-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/pharmacology-toxicology-and-pharmaceutical-science/unsaturated-fatty-acid

2.6.1.1 Ligandos enddgenos y sintéticos de GPR40 (FFAR1)

Los ligandos enddgenos de GPR40 son acidos grasos poliinsaturados de cadena
media y larga, como el acido docosahexaenoico (DHA), el &cido eicosapentaenoico
(EPA) y el acido linoleico, sus estructuras se observan en la Figura 17.

Los agonistas antes mencionados son de tipo total y se unen al sitio ortostérico de
este receptors® 3L,

Acido linoleico

Figura 17 Estructura quimica de los ligandos enddgenos del receptor GPR403°

Uno de los ligandos sintéticos mas estudiados de GPR40 es TAK-875 (Fasiglifam)
qgue posee un perfil farmacodinamico y farmacocinético adecuado que le permitio
alcanzar estudios de Fase Ill. No obstante, se suspendio su investigacion en el 2013
debido a que se descubrié que produce hepatotoxicidad ligado a la alta lipofilicidad
de esta molécula® 28 2°, Por consiguiente, la bUsqueda de nuevos agonistas de
GPR40 continta y algunos derivados del acido 3-fenilpropanoico como GW9508
han sido identificado como agonistas selectivos de GPR40/FFAR1 con un buen
perfil de actividad in vitro, y biodisponibilidad oral in vivo. Otro compuesto
estructuralmente relacionado con el anterior es TUG-469 que presenta mayor
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potencia, selectividad y mejor eficiencia de ligando (LE). En un estudio de Amgen
se descubrio AMG - 837 que presenta un excelente perfil farmacocinético en varias
especies con alta biodisponibilidad oral, una vida media larga y un aclaramiento mas
bajo; a partir de compuesto anterior optimizaron su perfil farmacocinético mediante
la introduccién de un anillo de isoxazol, para obtener AM - 4668%L. En la figura 18
se muestran las estructuras quimicas de los compuestos antes mencionados.
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Figura 18 Ligandos sintéticos del receptor GPR40
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Hasta el momento se ha llegado a la conclusién, que el uso de heterociclos, asi
como la introduccion de sustituyentes polares, pueden ser explotados para
desarrollar compuestos con una menor lipofilia, mejor estabilidad metabdlica y
potencia adecuada para la actividad agonista en GPR40.

2.6.2 Receptores activados por el proliferador de peroxisomas (PPARS)

Los Receptores activados por el proliferador de peroxisomas (PPARS) son una
subclase de receptores nucleares, dependientes de ligandos especificos (naturales
0 sintéticos) provenientes del exterior de la célula y que al activarse regulan la
transcripcion y son responsables de la expresion de genes involucrados en los
procesos de proliferacion y diferenciacion celular, asi como en el metabolismo de
lipidos y carbohidratos. Su mecanismo de accion su ilustra en la Figura 19. PPAR
se une a su ligando y forma un complejo con el receptor retinoide X (RXR) también
unido con su ligando que es el acido-9-cis-retinoico, se translocan hacia el nucleo y
aumentan la velocidad de transcripcion de estos genes3? 33 34,

0 Coactivador / Coinhibidor

» Transcripcion

[ | | PPRE ADN

Figura 19 Mecanismo de accion de los PPARs34,

Existen tres isotipos para estos receptores, «, Y 7, cada una de ellas distribuidas
en diversos tejidos y en diferentes cantidades, regulan genes especificos de tejidos
involucrados en vias bioldgicas para la homeostasis de lipidos y glucosa3®*.

2.6.2.1 PPARy

El isotipo PPARY se expresa en musculo esquelético, pancreas, higado y en mayor
proporcion en tejido adiposo, funcionando como regulador de la adipogénesis y
como modulador del metabolismo de los lipidos y la sensibilidad a la insulina, por lo
que, se consideran de gran importancia en el tratamiento de la DT23%. Como se
puede observar en la Figura 20, los agonistas de PPARy como las TZD tienen efectos
muy deseables para el tratamiento de la DT2 en diferentes tejidos y niveles.3®
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Figura 20 Acciones de PPARy en diferentes tejidos®®

2.7.2.2 Ligandos enddgenos y sintéticos de PPARy

Los PPARy son activados por ligandos naturales de tipo lipidico como los &cidos
grasos poliinsaturados, eicosanoides y sus derivados como el acido araquidoénico,
el acido eicosapentaenoico (EPA), el acido docosahexaenoico (DHA), leucotrienos
y prostaglandinas3® 34,

En la Figura 21 se muestran algunos de los agonistas sintéticos, como las
tiazolidindionas (TZD), relacionados estructuralmente con acciones antidiabéticas in
vivo. Rosiglitazona, Troglitazonay Pioglitazona son TZD prototipo y han servido
como compuestos de referencia para esta clase. Desafortunadamente rosiglitazona
y troglitazona fueron retirados del mercado por provocar dafios
cardiovasculares’4 37, MCC- 555 es un homoélogo estructural de rosiglitazona y las
otras TZD. KRP-297 se ha utilizado en ensayos que estudian el tratamiento de la
dislipidemia y diabetes tipo 238.
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Figura 21 Estructuras quimicas de algunos agonistas de PPARy
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3 JUSTIFICACION

La Diabetes Tipo 2 es una enfermedad de alta prevalencia en México y en el mundo,
se ha relacionado con el envejecimiento de la poblacion, el desarrollo econémico,
un ritmo de vida sedentario y a un mayor consumo de alimentos no saludables
vinculados con la obesidad. Muchos pacientes llegan a desarrollar complicaciones
de salud, porque no tienen los cuidados necesarios en su tratamiento farmacolédgico
como en sus habitos dietéticos. Existe una gran variedad de agentes antidiabéticos
en el mercado, muchos de ellos son eficientes, el mejor es metformina, sin embargo,
muchos de estos farmacos no son suficientes para atender a todos los pacientes a
largo plazo, ademas no son capaces de tratar todos los sintomas y complicaciones
de la enfermedad, generando diversos efectos adversos y algunas de las opciones
farmacologicas para el tratamiento de esta enfermedad han sido retiradas del
mercado por presentar problemas de toxicidad. Ademas, la IDF en el 2019 da a
conocer que el 10% del presupuesto en salud publica se gasta en abordar esta
enfermedad. Esto genera una urgente necesidad en el desarrollo de nuevas
alternativas terapéuticas las cuales deberan cumplir con la calidad, seguridad y
eficacia para poder ser parte del tratamiento de la DT2. De tal forma que contribuyan
mejorando la calidad de vida de los pacientes. Este proyecto quimico-farmacéutico
pretende aportar compuestos bioactivos que actien sobre blancos terapéuticos
novedosos relacionados con la DT2.
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4 HIPOTESIS

Los acidos 2-acilaminotiazol-4-ilacéticos seran ligandos virtuales de los receptores
PPARy y GPRA40, debido a su estructura disefiada a partir del patron farmacoférico
unificado de moléculas antihiperglucemiantes; generando compuestos
experimentales para el tratamiento de la diabetes tipo 2.

5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Disefar, sintetizar y evaluar in silico, el efecto antihiperglucemiante de los acidos 2-
acilaminotiazol-4-ilaceticos VGC 1-5.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Disefiar y sintetizar cinco acidos 2-acilaminotiazol-4-ilaceticos.

e Caracterizar los compuestos sintetizados mediante técnicas espectroscopicas
(RMN Hy 3C) y espectrométricas (EM-IE).

e Evaluar in silico las propiedades farmacocinéticas, metabdlicas y toxicologicas
de los compuestos VGC 1-5, mediante los programas admetSAR, ACD/Tox
Suite, PassOnline

e Realizar el acoplamiento molecular sobre los targets PPARy y GPR40 de los
compuestos VGC 1-5.

e Determinar qué compuesto de la serie presenta mejores propiedades mediante
un andlisis de consenso farmacoldgico y evaluar su efecto antihiperglucemiante
in vivo.
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6 CONSIDERACIONES QUIMICO FARMACEUTICAS PARA EL
DISENO MOLECULAR

Para el diseiio molecular de la serie de compuestos VGC 1-5, se utilizaron los
siguientes criterios quimico-farmacéuticos:

-Criterios generales

-Reglas de Lipinski

6.1 Criterios generales para el diseiio de los compuestos
propuestos

Para el Disefio de la serie de compuestos derivados del 4cido 2-acilaminotiazol-4-
ilacético VGC 1-5, se tomdé como base el patron farmacoférico unificado de
moléculas que muestran actividad antidiabética, se presenta a continuacion en la
Figura 22.

Espaciador
o) semirrigido

=TT

OH !
I
| Region acida
l

(

NH

Region
aromatica/heteroaromatica

Figura 22 Patrén farmacoférico unificado de moléculas con actividad antidiabética

En la Figura 23 se muestran algunas moléculas que se tomaron en cuenta para el
disefio de VGC 1-5. Para la region acida se tomaron en cuenta a las moléculas L-
796449 y CCM-2%° que son derivados de acidos fenilaceticos. A estos se les llevo a
cabo un intercambio bioisosterico del benceno por el tiazol para conformar a la
region aromatica/heteroaromatica semejante a las moléculas GMV-74 y
US6281234B; como espaciador semirrigido se optd por la amida presente en la
molécula.
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En la regién hidrofébica se utilizaron 5 sustituyentes diferentes que se ilustran en la
Figura 24, los cuales son 4-fluorofenilo, 2-naftilo y 3,4-diclorofenilo. Estos ultimos
dos sustituyentes son bioisésteros no clasicos*!, es decir, son intercambiables y
equivalentes en actividad biolégica, si existe, y en propiedades fisicoquimicas®2.
Por ultimo, también se decidié incluir los sustituyentes n-pentadecilo y n-heptadecilo
para conformar una cola hidr6foba semejante al acido palmitico y al &cido estearico,
correspondientemente, ya que estos acidos se encuentran reportados en la
literatura como ligandos endégenos de GPR4031,

. )
N OH cl OH
~AANNLTY ) ® JORS
o}
R2 S o 07 "N ©
US6281234B

Inhibidor de la enzima PTP-1B L-796449

Actividad sobre DT2

N
j o Oy $D
(i
WaWw, ;
CCM-2 GMV-7
Efecto antihiperglucemiante in vivo Inhibidor de la enzima 11p-HSD1

o N OH
/4
oY
R

Figura 23 Consideraciones del disefio para la serie VGC

fosliesalisen
soodicsesy

Flgura 24 Sustituyentes para la serie VGC 1- 5
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6.2 Reglas de Lipinski

Otra de las consideraciones que se deben de tomar en cuenta para el disefio
racional de una serie de compuestos con posible actividad biolégica, son los criterios
de Lipinski o la regla de los 5’s, Estos criterios se han establecido como reglas de
gran importancia para mejorar las posibilidades de que las moléculas propuestas no
presenten problemas de biodisponibilidad después de su administracion por via
oral®3,

A continuacion, se enlistan los postulados de las reglas de Lipinski, en donde un
compuesto que presente mas de 2 violaciones a cualquiera de los postulados tendra
mayor probabilidad de presentar problemas de absorcion y permeabilidad celular.

* Menos de 5 donadores de puentes de hidrogeno (OH, NH)
*Un peso molecular menos de 500 g/mol

*Un valor de lipofilicidad, expresado como logP menos de 5.
*Menos de 10 aceptores de puentes hidrogeno (O, N)

Estas propiedades se pueden calcular de manera predictiva mediante diferentes
portales quimio informaticos en linea como Molinspiration*, que se muestra en
Figura 25.

Frisl 3 {{nlg Calculation of Molecular Properties

miSMILES: O=C(Q)Cc2csc(NC(=0)c1cec(F)ee1)n2
{2-[(4-Fluorobenzoyl)amino]-1,3-thiazol-4-YL}acetic acid

Molinspiration property engine v2018.10@
milogP 1.71
IPsA 79.29
o natoms 19
o MW 280.28
i. -~ non 5
H N OH nOHNH 2
nviolations 5}
nrotb 4
yolume 222.13
1

Get data as text (for copy / paste).

Get 3D geometry BETA

Figura 25 Programa computacional molinspiration https://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties
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Se realizé la prediccibn de cada uno de los postulados de Lipinski de los
compuestos finales VGC 1-5, obteniendo los resultados que se muestran en la
Tabla 2.

Tabla 2 Propiedades de los compuestos finales calculados en el programa Molinispiration

M Aceptores Donadores Violaciones

Compuesto Log P (g/mol) H H alaregla

VGC-1 1.71 280.28. 5 4 0
VGC-2 2.73 312.35 5 2 0
VGC-3 2.83 331.18 5 2 0
VGC-4 7.33 397.57 5 2 1
VGC-5 8.30 431.18 5 2 1
Control ideal <5 <500 <10 <5 <2

De acuerdo con los resultados obtenidos, los compuestos VGC 1-3 cumplen con las
reglas de Lipinski por lo que no se espera que presenten problemas de
permeabilidad o absorcién tras su administracién por via oral. Por otro lado, los
compuestos con las cadenas lipofilicas VGC 4 y 5 presentan una violacion a las
reglas, esto se debe al LogP que es mayor a 5 pero a pesar de esto se considera
que tendran una buena absorcién y seran permeables a la membrana celular, al
igual que los demas compuestos.
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7 METODOLOGIA EXPERIMENTAL

El desarrollo experimental de este proyecto se dividio en tres fases:
-Fase quimica

El disefio y la sintesis de los compuestos VGC 1-5 fue realizado en el Laboratorio 5
de Quimica Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de la Universidad Autonoma
del Estado de Morelos (FF-UAEM). El andlisis espectroscépico (RMN H y 13C) se
realizd en colaboracion con el Dr. Emmanuel Hernandez Nufiez del departamento
de Recursos del Mar CINVESTAV- Mérida y el Dr. Jaime Escalante Garcia del
centro de investigaciones quimicas (CIQ-UAEM). El andlisis espectrométrico
(masas IE) se llevé a cabo en colaboracion con la Dra. Gabriela Avila Villarreal
perteneciente al Centro Nayarita de Innovacion y Transferencia de Tecnologia
(CENIT 2).

-Fase computacional (in silico)

Dichos andlisis se realizaron en el Laboratorio 5 de la Facultad de Farmacia de la
Universidad Autonoma del Estado de Morelos (FF-UAEM)

-Fase in vivo

Se realiz6 un analisis de consenso (PHACA) que relaciona los resultados in silico
del serie compuestos VGC 1-5 para la seleccién y prioridad del y/o los compuestos
a evaluar en la prueba de tolerancia a la glucosa en un modelo murino, bajo la
supervision del Dr. Elix Alberto Dominguez Mendoza y con la asesoria de L.F Yelzyn
Galvéan Ciprés, L.F Cristian Miranda Gonzalez y el L.F. Josué Martinez Miranda del
Laboratorio 5 de la Facultad de Farmacia de la Universidad Autonoma del Estado
de Morelos (FF-UAEM)
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7.1 PARTE QU[MICA
7.1.1 Analisis retrosintético

Antes de llevar a cabo la sintesis de los acidos 2-acilaminotiazol-4-il acéticos, se
realiz6 un andlisis retrosintético que tiene como finalidad establecer las materias
primas y la ruta de sintesis. Este andlisis se muestra en el Diagrama 1.

-

P2 N,
. OHy

0
R)l\n—%:

VGC 1-4
IGF

(o) N (o)
R ] 9| S (o)
Cloruro de acido 5 _(5_aminotiazol-4-il) acetato de etilo

1. R = 4-Fluorofenilo; 2. R = 2-Naftilo; 3. R = 3,4-Diclorofenilo; 4. R = n-pentadecilo 5. R = n-heptadecilo

Diagrama 1 Andlisis retrosintético

A partir de la estructura del compuesto final, se propuso un intercambio del grupo
funcional &cido carboxilico por un grupo éster, para general los compuestos
precursores amido-éster VGC la-5a. Por ultimo, se realiz6 una desconexion en el
enlace amida de los precursores para obtener las materias primas y cloruros de
acido comercialmente disponibles.
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7.1.2 Sintesis quimica
7.1.2.1  Sintesis general de los precursores VGC la-5a

En el Diagrama 2 se puede observar la sintesis de los cinco precursores. Mediante
la amidacién de Steglich se hizo reaccionar el 2-(2-aminotiazol-4-il)acetato de etilo
con los correspondientes cloruros de acido en diclorometano como disolvente seco
a temperatura ambiente, en presencia de trietilamina como base y DMAP (4-
dimetilaminopiridina) como catalizador.

o) 0
N 0 TEA 0
. /j/\”/ ~~— + )I\ DMAP(10%) R)]\N /N | \/
:S o R Cl cHyeny H <S o

t.a

2-(2-aminotiazol-4-il) acetato

de etilo VGC la-5a

1. R = 4-fluorofenilo; 2. R = 2-naftilo; 3. R = 3,4-diclorofenilo; 4. R = n-pentadecilo 5. R = n-heptadecilo

Diagrama 2 Amidacion de Steglich para la obtencion de los precursores VGC la-5a

7.1.2.2 Sintesis general de los compuestos finales VGC 1-5

Se llevé a cabo una hidrdlisis basica selectiva en el grupo éster de los precursores
VGC la-5a con hidréxido de litio como base y una mezcla de dioxano con agua (en
proporcion 1:3) como disolvente a reflujo. Posteriormente se acidifico con HCl al 10
% vl/v para la obtencién de los compuestos finales VGC 1-5. Diagrama 3

(o)
j\ \ o/ 1)LiOH )I\ \ OH
H o ) H (o}
S 2) HCI 10% S
VGC la-5a VGC 1-5

1. R = 4-fluorofenilo; 2. R = 2-naftilo; 3. R = 3,4-diclorofenilo; 4. R = n-pentadecilo 5. R = n-heptadecilo

Diagrama 3 Hidrdlisis para la obtencion de los compuestos finales VGC-1-5

Posterior a la purificacion de los compuestos sintetizados VGC la-5ay VGC 1-5, se
realizd su identificacion estructural empleando métodos espectroscépicos (RMN) y
espectrométricos (masas |E) para corroborar que las estructuras de dichos
compuestos correspondian a las de los disefiados.
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7.2 Fasein silico (computacional)
7.2.1 PASS: Prediccion del espectro de actividad biolégica para sustancias

El espectro de actividad de un compuesto quimico es el conjunto de diferentes tipos
de actividad biolégica que reflejan los resultados de la interaccion del compuesto
con diversas entidades. El servidor en linea PASS es de libre acceso, se puede
consultar en http://www.pharmaexpert.ru/passonline/. Realiza predicciones
simultaneas para diversos tipos de actividades biolégicas basandose en la relacion
estructura actividad de compuestos ya reportados. En PASS, las actividades
bioldgicas se describen en valores estimados de probabilidad de la actividad (Pa) o
inactividad (Pi), entre mas cercano a 1 sea el Pa se tendra una mayor probabilidad
de presentar actividad experimental®.

7.2.2 Acoplamiento inverso por el servidor DIA-DB.

DIA-DB es una herramienta quimioinformatica disponible en la web Figura 26 para
acceder a una base de datos con informacién de compuestos experimentales y
farmacos en el mercado. Esta herramienta ayuda en la deteccion virtual de una base
de datos de diabetes y reduce los gastos de tiempo y dinero relacionados con
la experimentacion "in vitro". Se realiz6 un acoplamiento inverso sobre 18 dianas
terapéuticas relacionadas involucradas en la diabetes, con el objetivo de identificar
cuales son las dianas moleculares por las que se presenta una mayor energia de
afinada de los compuestos de interés, y posterior a esto se realizé un acoplamiento
molecular.

Figura 26 Portal del servidor en linea DIA-DB empleado para la busqueda de posibles ligandos
antidiabéticos (http://bio-hpc.ucam.edu/dia-db/index.php).
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7.2.3 Acoplamiento molecular automatizado

El acoplamiento molecular automatizado o docking, se utilizd para predecir el modo
de union de los compuestos finales sintetizados con las dianas moleculares de
interés GPR40 y PPARYy. Este consistio en buscar la conformacion y posicion 6ptima
de un ligando, dentro de una diana molecular, mediante busquedas por similitud
molecular. Para ello se realiz6é una validacion aplicando el mismo algoritmo sobre el
ligando cocristalizado, para comprobar si es capaz de recuperar el conférmero
observado experimentalmente. Tiene algunas ventajas como que es relativamente
rapido y de bajo costo. Se han desarrollado diversos programas para realizar
acoplamiento molecular. En este proyecto se eligio el programa MOE, por sus siglas
en inglés (Molecular Operating Environment), que requiere de una licencia, con la
cual se cuenta en Laboratorio 5 de Quimica Farmacéutica®®.

7.2.4 Admet-SAR

Es una base de datos que contiene informacion que de igual manera se basa en la
relacion cuantitativa estructura-actividad (QSAR) de una variedad de compuestos
quimicos. Es una herramienta que presenta un conocimiento integral para predecir
algunas propiedades relevantes para (ADMET) como absorcién, distribucion,
metabolismo, excrecién y problemas de toxicidad, como interacciones farmaco-
farmaco de compuestos candidatos a farmacos. Se encuentra disponible en linea
(http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2/), proporciona una interfaz so observa en la
Figura 27, resulta facil de usar para buscar un perfil quimico especifico, por medio
del nimero CAS, nombre comun y blsqueda de similitud*’.

@ admetSAR X 2 admetSAR2(:s

« C @ Noesseguro | Immd.ecus

admetSAR 2 RN S TR S S Predecir El| Optimizar El| Descargar
El| Acercade

. e Y
)
Bienvenido a admetSAR
e e Una fuente completa y una herramienta gratuita para evaluar las propiedades quimicas de ADMET

Predecir Buscar Prediccion avanzada

Dibujar molécula Predecir

@ Predecir propiedades ADMET ) Usar versién anterior (admetSAR1)

Principales caracteristicas

aNno¥

M Fahenrrifn dickihiinion matahaliemn averaciAn v
Figura 27 Interfaz del servidor admetSAR
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7.2.5 SwissADME

Se implementd otro método in silico basado en la web, como SwissADME que
brinda acceso gratuito a un conjunto de modelos predictivos rapidos, para las
propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas (Figura 26). En la pagina antes
mencionada se muestra un radar acompafiado por la estructura, el codigo SMILE,
y algunas propiedades fisicoquimicas: Lipofilia, tamafio, polaridad, flexibilidad,
solubilidad. En la misma pagina nos ensefia propiedades farmacocinéticas, como
metabolismo por CYP450 y la similitud cualitativa de biodisponibilidad?.

Hos Solubilidad del agua
Log S (ESOL) 655
Solubilidad 1,198-04 mg { m; 2.808-07 mol /1
Clase Poco soluble
e Regisiro S (All) -10.49
_»}-‘ ) Solubliidad 1.366-08 mg / ml; 3.20e-11 mol /|
Clase Insoluble
" Registro S (SILICOS-IT 784
Solubiiidad 6,186-06 mg / mi; 1,46e-08 mol /|
Clase Poco soluble

Farmacocinética
Sonrisas  FollowersCCCCCCCCCCCC (= 0) Nedsce (n1) CC (=0) O

e Absorcion Gl Bajo
Propledades fisicoquimicas
, Permeante BEB No
Férmula C23H40N203S N
strato de P- o
Peso molecular 424,649/ mol Sustrato de P-gp
Num. dtomos pesados 29 Inhibidor de CYP1A2 °
Num. arom. dlomos pesades 5 Inhibidor de CYF2C19 ¢
Fraccion Cep3 078 Inhibidor de CYP2C9 No
Num. enlaces rotativos 20 Inhibidor de CYP2D6 No
Num. Aceptores de enlaces H 4 Inhibidor de CYP3AL o
Num. Donantes de bonos H 2 Log K _(permeacion vos
vid P 295em/s
Refractividad molar 124,88 cutdnea)
TPSA 107,53 A7 Drugiikeness
Lipofilia Lipinski Si; 0 violacion
Log P (LOGP) 387 Ghose No; 1 infraccién: WLOGP= 56
Log P (XLOGP3) 837 Veber No; 1 infraccion: Retores> 10
alw
No; 1 infraccién: WLOGP= 5.88
LogP_, (WLOGP 678 Egan
shw Musgge No: 2 violaciones: XLOGP3> 5, Rotores= 15
LogP  (MLOGF) 358 i
o e 056

Figura 28 pagina de datos de SwissADME

7.2.6 ACD/ToxSuite: Prediccion de la toxicidad aguda

El programa computacional es de caracter comercial por lo que se necesita de una
licencia. Permite realizar predicciones tomando en cuenta la estructura quimica, se
calcularon los siguientes parametros toxicos*°.

e Bloqueo de los canales hERG, relacionado con cardiotoxicidad.
¢ Inhibicién de las diversas familias del CYP450
e Prediccion de la dosis letal media (DLso)

33



7.3 Faseinvivo

7.3.1 Analisis de consenso farmacologico (PHACA)

Se realizd un andlisis de consenso farmacolégico para elegir la prioridad de
evaluacion de la serie de compuestos VGC 1-5 en una prueba de tolerancia a la
glucosa oral (PTGO). Esto cual consistié en relacionar los resultados de los calculos
in silico obtenidos de:

e Las propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas (admet-SAR, Swiss
ADME y Swiss TargetPrediction)

¢ El perfil farmacodinamico (PASSonline, DIA-DB y Docking)

¢ Predicciones toxicolégicas (ACD/ToxSuite y admet-SAR)

e Perfil farmacocinético (Molinspiration y admet-SAR)

7.3.2 Prueba de tolerancia a la glucosa oral (PTGO)

Para la evaluacion de los compuestos seleccionados en el (PHACA) se utilizaron
ratones macho ICR de 4 — 5 semanas de edad para evaluar los compuestos VGC-
1, VGC-la y VGC-2, mientras que para el compuesto VGC-4 se utilizaron ratas
Wistar hembras de 100 — 200 g. Cada uno de los procedimientos fueron realizados
bajo la Normal Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 que establece las
especificaciones técnicas para la produccién, cuidado y uso de los animales de
laboratorio. Se formaron 3 grupos con una N = 6.

1. Control negativo: (Tween 80 al 10 %)
2. Control positivo: Glibenclamida a 5 mg/kg
3. Compuesto a evaluar a 100 mg/kg

Se administraron por via oral mediante una canula. Después de 30 minutos esto se
les administré una solucién de D-glucosa en una dos de 2g/kg y se comenz6 a medir
los niveles de glucosa en sangre los 0, 30, 60 y 120 minutos, realizando una puncién
en la cola de cada raton/rata con la ayuda de un glucometro portatil. Los datos
obtenidos se graficaron en el programa estadistico GraphPad Prism para obtener
un curso temporal.
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8 RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Parte quimica

8.1.1 Sintesis general de los compuestos precursores VGC la-5a

Para la sintesis de los 5 compuestos precursores se utilizd un matraz bola de 10 mL
de una boca con agitacion magnética, en el cual se agregé 1 equivalente del reactivo
2-(2-aminotiazol-4-il)acetato de etilo y se disolvi6 en 1 mL de CH2Cl2 seco, el
diclorometano debe de estar seco para evitar que el H20 hidrolice el cloruro de
acido, después utilizando una jeringa de vidrio se afiadieron 1.1 equivalentes de
trietilamina, esta es una base débil y también se podria utilizar NaHCO3;. Se agrego
el catalizador 10 % de 4-(dimetilamino) piridina (DMAP) y se dej6é en agitacion
durante 30 minutos (Diagrama 4). Posteriormente se coloco el matraz en un bafio
de hielo y, por otro lado, en un embudo de adicion por presiones igualadas acoplado
a una trampa de gases, se afiadid 1.1 equivalentes de cloruro de 4cido sustituido
adecuadamente y 1 mL de CH2Cl2 seco, gota a gota por 20 minutos. Al terminar la
adicidn, se retird el bafio de hielo que se utilizé para enfriar la adicion lenta de reactivos
en el matraz de una reaccién exotérmica. Después se retir6 el embudo de adicidn,
colocando en su lugar una columna Vigreaux con una trampa de humedad y se dejo
en agitacion. La reaccién se monitoreé por cromatografia de capa fina (CCF). Al
término de la reaccion se rotaevaporo y se filtr6, obteniendo un sélido.

o TEA Q \ o/
DMAP(10% )I\
/N o\/ + R)I\CI ( 0) > R N / |
H2N—< I CH,CI, H <s (o}
S o t.a
2-(2-aminotiazol-4-il) acetato de etilo VGC la-5a

1. R = 4-fluorofenilo; 2. R = 2-naftilo; 3. R = 3,4-diclorofenilo; 4. R = n-pentadecilo 5. R = n-heptadecilo

Diagrama 4 Reaccion de Steglich para la obtencién de los compuestos VGC la-5a

8.1.2 Sintesis general de los compuestos finales VGC 1-5

Para la obtencion de los cinco compuestos finales se realizé una hidrdlisis basica
selectiva para el grupo éster (Diagrama 5), se utilizé6 un matraz bola de 10 mL de
una boca, acoplado con agitacion magnética, después se afiadio 1 equivalente del
precursor VGC la-5ay 1.5 mL de dioxano. Se utilizé el LiOH por su baja solubilidad
en disolventes organicos y por presentar un enlace ionico débil por lo que se tendra
poca disposicion del OH y este hidrolizara primero al enlace mas débil que es el
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éster. Se agregaron 5 equivalentes de LIOH y 0.5 mL de agua. La reaccion se
calento en bafio de aceite y se acondiciono en reflujo durante 30 minutos, una vez
terminada la reaccion, se rotaevaporo el dioxano con una bomba de alto vacio, ya
seco se agrego 1 mL de agua fria, se colocd en un bafio de hielo con agitacion
magneética para agregar gota a gota una solucion de HCl al 10% v/v hasta llegar a
un pH &cido de 3-4, este Ultimo paso se realizé para protonar el ion carboxilato y
obtener el &cido carboxilico.

J\ N o/ 1)LiOH i \ OH
P _</ | Dioxano/H,0 i N_<' |
H o ) H (o]
s 2) HC1 10% s
VGC la-5a VGC 1-5

1. R = 4-fluorofenilo; 2. R = 2-naftilo; 3. R = 3,4-diclorofenilo; 4. R = n-pentadecilo 5. R = n-heptadecilo

Diagrama 5 Hidrolisis basica para la obtencion de los compuestos finales VGC 1-5

En las tablas 3 y 4 se muestran las propiedades fisicoquimicas de los compuestos
precursores VGC la — 5a, la sintesis de amidas se puede realizar mediante
diferentes reacciones, como Schotten-Baumann, en este proyecto se realizd la
amidacion de Steglich. Los compuestos obtenidos presentaron tiempos de reaccion
de 20 a 54 horas y rendimientos del 41 % al 93 % que se consideran de moderados
a buenos, lo que puede deberse a los tiempos de reaccion.

Todos los compuestos se obtuvieron en forma de soélidos a excepcion del
compuesto VGC-5a que es una resina debido a que es un éster y suele ser una
caracteristica de estos. Los compuestos se purificaron por recristalizacion en etanol
y cada uno de estos presentaron puntos de fusion en intervalos caracteristicos de
pureza, como ya antes se menciond los compuestos VGC-2a y VGC-3a son
isésteros, es decir son moléculas que poseen propiedades fisicoquimicas
similares*?, en la tabla anterior se observa punto de fusién similar de 113.4 - 115.1
°C para VGC-2a y de 114.2 - 116.4 para VGC-3a, siendo intercambiables. Es
importante hacer énfasis en la sustitucion bioisostérica que es una estrategia de la
guimica farmacéutica para el disefio racional de nuevas moléculas con posible
actividad biologica®.
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Tabla 3 Propiedades fisicoquimicas de los compuestos precursores

(0]

7Y

Compuesto PM Tiem'p’o de | Rendimiento Estado fisico Pu.n,to de
(g/mol) | reaccidn (h) (%) fusion (°C)
VGC-12 308.33 43 50 Cristales naranjas 106.4 - 107.5
VGC-22 340.39 50 93 Polvo amarillo claro 113.4-115.1
VGC-3? 359.22 54 41 Sélido café claro 114.2-116.4
VGC-42 42464 20 78 Cristales amarillos 65.9-67.2
VGC-5? 452.70 40 86 Resina naranja ND

Tabla 4 Aspecto fisico de los compuestos VGC la - 4a

En las tablas 5 y 6 se presentan algunas propiedades fisicoquimicas de los
compuestos finales VGC 1-5 los cuales fueron obtenidos de manera sélida,
presentan tiempos de reaccion de 30 a 45 minutos y rendimientos discretos entre
41% y 72%, lo cual puede deberse a diferentes situaciones, a pesar de que se
realiz6 una hidrdlisis con LiOH que es exclusivo para hidrolizar ésteres. Este
resultado puede deberse al calentamiento reflujo, debido a que la temperatura
alcanzada fue de 95° C y probablemente llego a hidrolizar la amida. También puede
ser por un tratamiento inadecuado para obtener los acidos carboxilicos, por lo que
la parte restante permaneciera en las aguas madres. Por otro lado, se purificaron
mediante recristalizacibn y presentaron puntos de fusion en intervalos
caracteristicos de pureza, resaltando los compuestos VGC 2 y 3 los cuales
presentan puntos de fusion similares, la cual es una caracteristica de los isésteros
por lo que presentan propiedades fisicoquimicas equivalentes.
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Tabla 5 Propiedades fisicoquimicas de los compuestos finales

OH

Tiempo de Rendimiento L Punto de fusion
Compuesto | PM (g/mol) reacci()‘; (min) (%) Estado fisico °C)
VGC-1 280.28 40 41 Polvo blanco 231.4-232.9
VGC-2 312.34 40 47 Sélido beige 191.2-193.3
VGC-3 331.17 45 72 Sélido blanco 193.5-195.9
VGC-4 396.59 30 43 Polvo beige 182.6 -185.2
VGC-5 424.64 30 50 Polvo blanco 191.7-194.1

Tabla 6 Aspecto fisico de los compuestos finales VGC 1-5

PO

8.1.3 Identificacion y caracterizacion estructural de los compuestos sintetizados

Posterior a la sintesis quimica y purificacién los compuestos precursores VGC la-
5a y finales VGC 1-5 fueron caracterizados mediante Resonancia Magnética
Nuclear (RMN) el cual es un método importante que permiten la corroboracion
estructural de los compuestos®. La Espectrometria de Masas por impacto
electrénico se utilizé para determinar el peso molecular y la fragmentacion de los
compuestos finales VGC 1-5.
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8.1.3.1 Espectroscopia de RMN 1H y 13C

A continuacion, en la Figura 29, se muestra el espectro de RMN 'H para VGC-1la.
A 13.17 ppm se observa una sefial simple que integra para un protén y corresponde
al hidrogeno de la amida, en 8.68 ppm se observa un doble de dobles que integra
para dos protones con constantes Jmr =5.4 Hz, Jo =8.8 Hz y corresponde al H-2' y
H-6’, a 7.86 ppm se observa doble de dobles, que integra para dos protones con
constantes Jor =8.8 Hz, Jo =8.8 Hz correspondiente a los hidrégenos H- 3’ y H-5’,
estos aparecen desplazados a campo alto por la elevada electronegatividad del
atomo de F, a 7.56 ppm aparece una sefial simple que integra para un proton y
corresponde al hidrogeno del tiazol. En la parte alifatica a 4.60 ppm aparece un
cuarteto que integra para dos protones con una constante J= 7.5 Hz y corresponde
a H-8 que son los hidrégenos del metileno del éster, en 4.24 ppm se observa una
sefal simple que integra para dos protones y corresponde a H-6 y por ultimo a 1.69
ppm aparece un triplete que integra para 3 protones con una constante J =7.2
correspondiente H- 9 de los hidrogenos del metilo.
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Figura 29 RMN *H del precursor VGC-1a en DMSO-d6, 600MHz.
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Para la obtencion del compuesto final VGC-1, se llevé a cabo la hidrolisis del éster
del compuesto VGC-1a y se analizdé el compuesto acido VGC-1 por *H y 3C. A

continuacion, se observa el espectro en la Figura 30.

Se conservan las sefales del espectro en la Figura 29, a excepcién que a 1.70 ppm
y 4.60 ppm se observa la desaparicion de las sefiales que corresponden al metilo y
metileno del éster, por lo cual se corrobora la hidrdlisis correcta del compuesto final

y que no se hidrolizé la amida.
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Figura 30 Espectro de RMN 'H del compuesto VGC-1 en DMSO-ds, 600MHz

40



Carbonos = 12
Sefigles esperadas = 10

Sefigles chservadas = 10 DMSO

crmimm@ U8 8 BRAY £29 -
o0~ M 0 e~ g T n o~
(]_ m \r. f‘! 4] l‘\ 'vl. \I. - vi. ". Loy v_l ._",' "l
LT T o T HEHO O wWm -
M~ 00 g 1N T MR e
oA - M m o m
NSNS | =N [
o] 3 6 OH

J =230z ﬂ Acetona

282Hz

o 1203
¥

T
180 1M 160 150 140 R 120 110 100 Ll ] m 0 S0 44 ] o 10 [
f1 {ppm)

Figura 31 Espectro de RMN 3C del compuesto VGC-1 en DMSO-d6, 150MHz

La Figura 31, corresponde al espectro de 13C para el compuesto final VGC-1, se
esperaban 10 sefiales y se observaron 10 sefales, en el cual a 172.0 ppm se
observa una sefial que corresponde al C-7 que es el carbonilo del &cido carboxilico,
a 165.9 ppm se observa una sefial que corresponde al C-7’ que es el carbonilo de
la amida, a 164.4 ppm aparece una doble sefial con una constante Jic.r = 236 Hz
gue corresponde al C-4’ que es carbono ipso, a 158.6 ppm se tiene una sefial de
carbono cuaternario que corresponde al C-2, a 144.8 ppm aparece una sefial de
carbono cuaternario correspondiente al C-4, a 131.4 ppm se observa una doble
sefial con una constante J3c.r = 9.10 Hz que corresponde a los C-2'y C-6’, a 129.1
ppm aparece una doble sefial con una contante J%r = 2.82Hz correspondiente a
C-1’,a 116.1 ppm se tiene una doble sefial con una constante J°c.r = 22.48 Hz que
corresponde a los C-3'y C-5°, a 111.1 ppm aparece una sefal correspondiente al
C-5 del tiazol, por ultimo en la parte alifatica se observa a 37.3 ppm la sefial del C-
6. La presencia del &tomo de '°F activo en RMN y su alineamiento a favor y en
contra del campo externo hace que C-4’, C-2’, C-6’, C-3’, C-5’ y C-1" aparezca como
un doblete. Se observan constantes de acoplamiento con el flior porque °F al tener
un numero atémico impar, posee un momento de spin nuclear de %2, ademas de
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tener una abundancia natural alta.5! Es de suma importancia conocer sobre la
caracterizacion estructural de compuestos fluorados, ya que en el mercado un 20%
de farmacos y 28% de agroquimicos contienen Flor.5?

Los resultados de 'H y 3C de RMN de los compuestos precursores Y finales
sintetizados en este proyecto se muestran a continuacion en las Tablas 7 - 13.
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Asighacion

de los

desplazamientos de

IH del

Fluorobenzamido)tiazol-4-il)acetato de etilo (VGC-1a)

precursor

2-(2-(4-

Tabla 7 Desplazamientos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de 'H para VGC-1la

VGC-la
o H
Posicion 5 (ppm) m, H J (H2)
1 - -
2 - -
3 - -
4 - -
5 7.56 (s, 1H) -
6 4.24 (s, 2H) -
7 - -
8 4.60 (g, 2H) 7.5
9 1.69 (t, 3H) 7.2
1 - -
2’ 8.68 (dd, 2H) Jmr 5.4, J08.8
3’ 7.86 (dd, 2H) Jor 8.8, J08.8
4’ - -
5’ 7.86 (dd, 2H) Jor 8.8, J0 8.8
6’ 8.68 (dd, 2H) Jmr 5.4, J08.8
C=0 - -
-NH- 13.17 (s, 1H) -
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Asighacion

de

los

desplazamientos
Fluorobenzamido)tiazol-4-il)acético (VGC-1)

de

1Hy

BC  Acido

2-(2-(4-

Tabla 8 Desplazamientos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de *H y 13C para VGC-1

L H 13C
Posicion d (ppm) m, H J (Hz) S (ppm) | J C-F(Hz)

1 - - - -

2 - - 158.5 -

3 - - - -

4 - - 144.7 -

5 7.56 (s, 1H) - 111.1 -

6 4.16 (s, 2H) - 37.3 -

7 - - 172.0 -

v - - 129.1 J42.82

2’ 8.68 (dd, 2H) | Jmr 5.3, J08.4 | 131.4 J39.10

3 7.87 (dd, 2H) | Jor 7.8, J0.7.8 | 116.0 | J?22.48

4 - - 164.3 J1236

5 7.87 (dd, 2H) | Jor 7.8,307.8 | 116.0 | J?222.48

6’ 8.68 (dd, 2H) | Jmr 5.3, J08.4 | 131.4 J39.10
C=0 - - 165.9 -
-NH- | 13.02 (s, 1H) - - -
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Asignaciéon de los desplazamientos de 'H del precursor 2-(2-(2-Naftamido)

tiazol-4-il)acetato de etilo (VGC-2a)

Tabla 9 Desplazamientos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de 1H para VGC-2a

3
N
/4
' S
1
VGC-2a
L, 1H
Posicion 5 (ppm) m. H 3 (H2)
1 - -
2 - -
3 - -
4 - -
5 7.58 (s, 1H) -
6 4.27 (s, 2H) -
7 - -
8 4.61 (g, 2H) J 7.17
9 1.71 (t, 3H) J 7.04
1 8.61 (s, 1H) -
2’ - -
3’ 8.01 — 8.06 (m) -
4’ 8.19 (d, 1H) Jo 7.7
5’ - -
6’ 8.11 (d, 1H) Jo 7.7
7 8.01 — 8.06 (m) -
8’ 8.01 — 8.06 (m) -
9’ 8.14 (d, 1H) Jo 7.7
10° - -
C=0 - -
-NH- 9.30 (s, 1H) -
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Tabla 10 Desplazamientos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de 1Hy 13C para VGC-2

VGC-2
D 1H 13C
Posicion 8 (ppm) m, H J(Hz) | & (ppm)

1 - - -
5 - ] 158.8
3 - - -
4 - - 144.2
5 7.03 (s, 1H) - 111.4
6 4.19 (s, 2H) - 37.1
7 - - 170.5
1’ 8.76 (s, 1H) - 129.7
2’ - 132.6
3’ 8.01 - 8.06 (m, 3H) - 124.7
4 8.19 (d, 1H) 7.7 128.8
5’ - - 144.8
6’ 8.11 (d, 1H) 7.7 128.1
7’ 8.01 - 8.06 (m, 3H) - 127.2
8’ 8.01 - 8.06 (m, 3H) - 125.6
9’ 8.14 (d, 1H) 7.7 128.6
10’ - - 1354

C=0 - - 168.6

-NH- 9.30 (s, 1H) - -

Asignacion de los desplazamientos de *Hy 13C Acido 2-(2-(2-naftamido)tiazol-
4-il)acético (VGC-2)
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Asignacion de

los desplazamientos de

'H del precursor 2-(2-(3,4-

diclorobenzamido)tiazol-4-il)acetato de etilo (VGC-3a)

Tabla 11Desplazamientos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de 1H para VGC-3a

3
N
/4
2 S
1
VGC-3a
L H
Posicion 5 (ppm) m, H 3 (H2)
1 - -
2 - -
3 - -
4 - -
5 7.55 (s, 1H) -
6 4.24 (s, 2H) -
7 - -
8 4.59 (g, 2H) J 6.3
9 1.70 (t, 3H) J6.2
1’ - -
2’ 8.30 (d, 1H) Jm 2.16
3,
4’ - -
5’ 7.77 (d, 1H) Jo 8.47
6’ 8.01 (dd, 1H) Jm 2.41, Jo 8.72
C=0 - -
-NH- 13.17 (s, 1H) -
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Asignacién de los desplazamientos de H vy
Diclorobenzamido)tiazol-4-il)acético (VGC-3)

Tabla 12 Desplazamientos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de *H y 13C para VGC-3

13C Acido 2-(2-(3,4-

. 1H 13C
Posiclon s omym, H] __ J(Hz) |5 (ppm)
1 - - -

2 - i 158.6
3 ] _ -
4 - - 144 .5
5 7.55 (s, 1H) - 111.3
6 4.23 (s, 2H) - 37.2
7 - - 171.9
1’ - - 135.7
2’ 8.84 (d, 2H) Jm 2.01 129.7
3’ - 130.5
4’ - - 132.0
5’ 8.22 (d, 2H) Jo8.45 128.8
6’ 8.52 (dd, 2H) | Jm 2.46, J0 8.43 121.3
C=0 - - 166.0
‘NH- | 13.02 (s, 1H) ; -

48



Asighacion de los desplazamientos de
palmitamidotiazol-4-il)acetato de etilo (VGC-4a)

Tabla 13 Desplazamientos, multiplicidades y constantes de acoplamiento de H para VGC-4a

'H del precursor

Posicion 5 (ppm) m. H 3 (H2)
1 - -
2 - -
3 - -
4 - i
5 6.95 (s, 1H) -
6 4.04 (s, 2H) -
7 - -
8 4.09 (q, 2H) 7.25
9 1.87 (t, 3H) 7.22
1’ 2.40 (t, 2H) 7.17
2 1.54 (g, 2H) 7.15
3’ 1.35 - 1.09 (m) -
4 1.35 —1.09 (m) -
5 1.35 — 1.09 (m) -
6’ 1.35 —1.09 (m) -
7 1.35 — 1.09 (m) -
8’ 1.35 —1.09 (m) -
9’ 1.35 — 1.09 (m) -
10’ 1.35 — 1.09 (m) -
11’ 1.35 —1.09 (m) -
12’ 1.35 — 1.09 (m) -
13’ 1.35 — 1.09 (m) -
14 1.35 — 1.09 (m) -
15’ 0.87 (t, 3H) 6.87

C=0 - -
-NH- 12.11 (s, 1H) -

2-(2-
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8.1.3.2 Espectrometria de masas

A continuacion, se muestran los espectros de masas IE de los compuestos finales
VGC 1-3.

En el espectro de masas IE del compuesto VGC-1 en la Figura 32 aparece el ion
molecular a una m/z 280 con una abundancia relativa del 3 %que corresponde al
compuesto de interés y un pico base con una m/z 157.09 con una abundancia
relativa del 100%
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Figura 32 Espectro de EM-IE del compuesto final VGC-1

En el espectro de masas IE del compuesto VGC-2 se muestra en la Figura 33, se
observa una sefial a 312 m/z correspondiente al ion molecular con una abundancia
relativa del 1% siendo la masa esperada del compuesto. A 155 m/z se observa el
pico base a una abundancia relativa del 100%.
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En la Figura 34 corresponde al espectro de masas IE del compuesto final VGC-3
aparece un ion a una m/z 331 con una abundancia relativa del 1 % y un pico base
a una m/z 173 con una abundancia relativa del 100 %.
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Figura 34 Espectro de EM-IE del compuesto final VGC-3
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8.2 Fasein silico

La prediccion in silico de las propiedades farmacéuticas, farmacocinéticas y de
posibles problemas relacionados con estos, se realizaron con herramientas y
técnicas computacionales las cuales son confiables y de bajo costo®3.

8.2.1 Prediccion del Espectro de Actividad Bioldégica para Sustancias
mediante PASS

En primer lugar, se utiliz6 el programa computacional PASS online para la
prediccidon de la actividad biolégica de los compuestos &cidos 2-acilaminotiazol-4-
ilacéticos. PASS online nos proporciona un % de probabilidad de actividad mediante
una relacion de estructura actividad de acuerdo con su base de datos. Se evaluaron
las actividades bioldgicas como agente antidiabético, agonista de PPARy y agonista
de GPR40 que se relacionan con la actividad esperada en este proyecto.

Tabla 14 Prediccion de la actividad biolégica de los compuestos VGC 1-5, calculada por el programa PASS

e OH
)L )
et
s o
Compuesto Antidiabético Agonista PPARy Agonista GPR40
Pa Pi Pa Pi Pa Pi
/O}—L 63% 0.9% 10.6% 2.9% 11.0% 3.0%
F :
VGC-1
63% 1.0% 12.3% 1.9% 5.8% 0.5%
VGC-2
cl
62% 1.0% 1.7% 2.2% 1.7% 22%
cl
VGC-3
m/ 59% 1.2% 8.1% 6.3% 46.7% 5.6%
VGC-4
=S
m/\ 59% 1.2% 8.1% 6.3% 6.5% 0.4%
VGC-5
Pioglitazona 97% 0.3% 94.5% 0.2%
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En la Tabla 14 se exponen las distintas probabilidades de la actividad que podria
tener cada uno de los compuestos finales VGC 1-5. Se tom6é como referencia
Pioglitazona agonista de PPARY, este presenta mejores valores de probabilidad de
actuar como antidiabético. De acuerdo con los resultados obtenidos en PASS, todos
los compuestos finales presentaron moderadas probabilidades de actividad
antidiabética, probabilidades moderadas de ser agonista de PPARy y de GPR40, lo
cual coincide con la hipotesis antes mencionada.
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8.2.2 Acoplamiento molecular inverso por el servidor DIA-DB

Con el motivo de conocer la posible afinidad hacia los blancos implicado en el
tratamiento de la diabetes tipo 2, los compuestos finales VGC 1-5 fueron analizados
por el servidor de libre acceso DIA-DB, el cual realiza un cribado virtual inverso

sobre 18 dianas terapéuticas.

Tabla 15 Energias de afinidad de la serie de compuestos VGC 1-5 sobre 18 dianas terapéuticas

Diana molecular Cadigo Score (kcal/mol)
PDB VGC-1 VGC-2 | VGC-3 | VGC-4 | VGC-5
GPR40 4PHU 9 -10.3 9.3 -1.5 -1.6
Aldosa reductasa 3G5E -8.3 9.9 -8.8 -7.9 -8.2
PPARy 2FVJ -7.9 9.3 -8 -7.8 -8.1
11-B-hidroxiesteroide 4K1L -8.2 9.3 -8.3 -7.6 -1.2
deshidrogenasa |
Dipeptidil peptidasa IV (DPPIV) 4A5S -7.8 -8.9 -71.9 -1.5 -6.8
Glucocinasa 3IMX 8.2 9.4 -7.8 -1.5 -1.3
PPARS 3PEQ -7.8 9.3 -1.6 -6.6 -7.0
Proteina transportadora de retinol 2WR6 -8.6 -8.4 -7.9 -6.4 6.5
tipo IV
o-amilasa pancreatica 4GQR -7 -8.1 -7.6 -6.2 -6.6
Glucégeno fosforilasa 3DDS 7.3 -7.3 -6.9 -6.1 -6.1
Maltasa-glucoamilasa 3L4Y -6.7 -1.3 -6.3 -6.6 -6.0
Quinasa del receptor de insulina 3EKN 6.3 -7.6 -5.8 -6.0 -5.9
PTP 4GE6 -7.0 -1.4 -6.9 -1.3 -1.2
Receptor nuclear 4DOR -6.7 7.5 -6.4 -1.5 -1.4
Piruvato deshidrogenasa 4MPC -6.8 -8.1 -7 -6.3 -6.1
PPARa 3FEI 6.9 -8 741 -6.5 -5.9
Fructosa 1,6-bifosfatsasa 2JUK 5.3 5.7 -5.4 -5.0 5.5

En la Tabla 15, todos los compuestos finales presentaron altas energias de afinidad
por las dianas moleculares GPR40 y PPARYy, las cuales fueron planteadas en este
proyecto y para confirmar esto se realizé un acoplamiento molecular refinado.
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8.2.3 Acoplamiento molecular con el programa MOE

8.2.3.1 Validacion del acoplamiento molecular

La validacion consiste en evaluar la capacidad del programa y su algoritmo para
identificar el modo de union de una molécula de referencia, en este caso se comparo
el sobre posicionamiento del ligando cocristalizado sobre la proteina de interés
obtenida del Protein Data Banks*. En la Tabla 16 se muestran los valores de RMSD
obtenidos de la validacion del docking sobre GPR40 y PPARY, en donde se obtuvo
un valor de RMSD (desviacion de la raiz cuadrada media) menor a 2 A, este valor
muestra la distancia promedio entre todos los atomos de cada modo de union, lo
cual nos indica que el acoplamiento puede considerarse confiable y reproducible.

Tabla 16 Valores obtenidos de RMSD en GPR40 Y PPARy

Proteina GPR40 PPARy
Ligando TAK875 Pioglitazona
RMSD 1.27 A 0.79 A

8.2.3.2 Acoplamiento molecular de los compuestos VGC 1-5 sobre
GPR40

Se realizé sobre el sitio de unién del ligando cocristalizado (TAK-875) y se utilizo la
proteina GPR40 PDB (4PHU). En la tabla 17, se observan las energias de union y
las constantes de afinidad de los compuestos VGC 1-5 sobre el sitio activo de
GPRA40.

Tabla 17Afinidad de los compuestos VGC 1-5 sobre GPR40

GPR40
AG® Ki
Compuesto (kcal/mol) (uM)
VGC-1 -6.6 13.94
VGC-2 -7.3 4.26
VGC-3 -7.2 5.05
VGC-4 -8.6 0.47
VGC-5 -8.4 0.66
TAK875 9.9 0.05
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Se observa que todos los compuestos presentan energias de afinidad moderadas

por GPR40, con constantes de afinidad in silico en orden micromolar hacia la diana
molecular.
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Figura 35 Visualizacién 2D de las interacciones presentadas por VGC-1 sobre GPR40

En la Figuras 35-39 se puede observar que todos los compuestos conservan
interacciones por puente de hidrégeno con Arg-183, Arg-2258, Tyr-91 y Tyr-2240
con el &cido carboxilico.
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Figura 36 Visualizacién 2D de las interacciones presentadas por VGC-2 sobre GPR40

Dichas interacciones también las presenta TAK-875 que es un ligando que viene
cocristalizado con el receptor GPR40, por lo que se puede inferir que el compuesto

se unird en el mismo sitio y de la misma manera que TAK-875.
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Figura 37 Visualizacién 2D de las interacciones presentadas por VGC-3 sobre GPR40
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Todos los compuestos VGC 1-5 muestran interacciones adicionales de tipo puente
de hidrégeno con Phe-87, 11-H con Val-84, de tipo electrostaticas con Leu-138 y Ala-
83; de tipo Vander Waals con Phe-142, entre otras.
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Figura 38 Visualizacién en 2D de las interacciones presentadas por VGC-4 sobre GPR40

El compuesto VGC-2 y VGC-3 muestran una interaccion extra con Gly-343. Mientras
que VGC-4 presenta una interaccion con Leu-140 y Cys-136. Por ultimo, VGC-5
muestra interacciones con Ser-157 y Ser-77.

Figura 39 Visualizacion en 2D de las interacciones presentadas por VGC-5 sobre GPR40.
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8.2.3.3 Acoplamiento molecular de los compuestos VGC 1-5 sobre
PPARy

Se llevd a cabo sobre el sitio de union del ligando cocristalizado (Pioglitazona) y se
utilizé la proteina PPARy PDB (2FVJ). A continuacién, se muestra la tabla 18, con
las energias de union y las constantes de afinidad de los compuestos VGC 1-5 sobre
el sitio activo PPARY.

Tabla 18 Afinidad de los compuestos VGC 1-5 sobre PPARy

PPARY

Compuesto AG® Ki
(kcal/maol) (uM)
VGC-1 -6.4 19.57
VGC-2 -6.9 8.39
VGC-3 -6.8 9.94
VGC-4 -9.4 0.12
VGC-5 -9.1 0.20
Pioglitazona -1.7 2.16

Se observa que todos los compuestos presentan energias de afinidad moderadas,
con constantes de afinidad in silico en orden micromolar hacia PPARY.

En las Figuras 40-44 se tienen los diagramas visualizados en 2D de los compuestos
VGC 1-5 sobre el sitio activo de PPARy. Los agonistas parciales se definen como
activadores débiles de PPARy que provocan el mismo patrén de activacion y
muestran curvas de dosis-respuesta vinculadas con menor potencial de
transactivacion en comparacion con los agonistas totales®®.

Se puede observar que todos los compuestos presentan interacciones
electrostéaticas con Arg-288 y de tipo puente de hidrogeno con Ser-342 por lo que
pertenecen a los agonistas parciales, ya que esta interaccion se conserva en
algunos agonistas parciales y no se observa en los agonistas totales. Entre otras
interacciones de puente de hidrogeno con Ser-289 y Cys-2855% 56,
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Figura 40 Visualizacion del diagrama en 2D de las interacciones presentadas por VGC-1 sobre PPARjy.

Los compuestos VGC 1-3 interactia mediante enlaces con His-323, las cuales son
importante para la actividad agonista sobre PPAR-y. 57

Figura 41 Visualizacién del diagrama en 2D de las interacciones presentadas por VGC-2 sobre PPARjy.
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El compuesto VGC-2 interacciona por medio de enlaces de puente de hidrogeno
con Ser-342 que es comun en la mayoria de los agonistas parciales y presenta una
interaccion extra -H con el aminoacido Leu-330.%°
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Figura 42 Visualizacion del diagrama en 2D de las interacciones presentadas por VGC-3 sobre PPARy.

Por otra parte, en el compuesto VGC-3 se observan interacciones de puente de
hidrogeno con Leu-340 y ademas interactudé con un residuo de amino&cidos clave
Leu-33056: 58

Figura 43 Visualizacién del diagrama en 2D de las interacciones presentadas por VGC-4 sobre PPARjy.
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Cabe resaltar que el compuesto VGC-4 presente interacciones adicionales con Glu-
343 y VGC-5 con Glu-295 y Glu-259 que son esenciales para la activacion de este
receptor.®’

Figura 44 Visualizacion del diagrama en 2D de las interacciones presentadas por VGC-5 sobre PPARy.
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8.2 Prediccion de las propiedades farmacocinéticas por
AdmetSAR

La evaluacion de las propiedades ADMET de un farmaco forman parte integral del
proceso de desarrollo y descubrimiento de un nuevo candidato. Para términos de
este proyecto se predijeron dichos parametros mediante el programa en linea
admetSAR, calculados mediante un andlisis estructura-actividad de la molécula de
interés con otras que se encuentran en una base de datos con resultados
experimentales.

En la tabla 19 se muestran los resultados mas importantes y de interés para este
proyecto, omitiendo los datos de metabolismo ya que se revisaran mas adelante
con diferentes herramientas quimioinforméaticas.

Tabla 19 Propiedades farmacocinéticas calculadas por admetSAR para VGC 1-5

Modelo Resultado
Absorcion
VGC-1 VGC-2 VGC-3 VGC-4 VGC-5
Absorcion HIA+ HIA+ HIA+ HIA+ HIA+
intestinal 0.8590 0.9335 0.9616 0.8144 0.8144
humana
Sustrato de No sustrato No sustrato No sustrato No sustrato No sustrato
glicoproteina-P 0.7893 0.7345 0.5320 0.5326 0.5326
Toxicidad
Toxicidad AMES | No toxico No toxico No toxico No toxico No toxico
AMES 0.8926 | AMES AMES AMES AMES
0.7560 0.9120 0.8295 0.8295
Carcinogenicidad | No No No No No
Carcinogénico | Carcinogénico | Carcinogénico | Carcinogénico | Carcinogénico
0.8552 0.8799 0.9022 0.9157 0.9157

De acuerdo con los resultados, todos los compuestos muestran una alta
probabilidad de absorcion intestinal, por lo que podrian ser antidiabéticos orales.
Por otro lado, se observan altas probabilidades de no ser sustrato de glicoproteina-
P, la cual se encuentra relacionada con la resistencia a farmacos. Mostraron alta
probabilidad de no ser téxicos en la prueba de AMES, por lo que se predice que no
seran genotoéxicos, es decir no inducen alteraciones en el material genético,
relacionado con la produccién de condiciones patologicas. Ademas, tampoco
presenta probabilidades altas de ser carcinogénicos.
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8.2.5 Prediccién de la toxicidad aguda: ACD/ToxSuite

Se determiné el perfil toxicolégico in silico de los compuestos acidos 2-
acilaminotiazol-4-ilaceticos, utilizando el programa ACD/ToxSuite.

Tabla 20 Resultados obtenidos de los compuestos VGC 1-5 mediante ACD/ToxSuite

Compuesto | Probabilidad | Probabilidad de DLso (mg/kg) Categoria OCDE
de bloqueo inhibicion de
de canales isoformas del
hERG (%) CYP450 (%)
Clso < 10mM
Ratén Rata
3A4 | 2D6 | 2C9 Via Oral Via Oral
VGC-1 57 0 1 1 1700 2200 3-4
VGC-2 39 1 1 2 1900 3400 3-4
VGC-3 42 1 1 4 1600 3100 4-5
VGC-4 21 0 1 1 2500 4000 4-5
VGC-5 26 1 2 1 4200 2300 4-5
Clorfenamina 93 - . - - -
Ketoconazol - - 93 - - -
Clotrimazol 94 85 - . - -

En la Tabla 20 se muestran las predicciones obtenidas por ACD/ToxSuite. Se
evaluo la probabilidad de bloqueo de canales hERG, estos canales se encuentran
en el corazén y son responsables de su actividad eléctrica normal, cuando un
farmaco o compuesto bloquea estos canales puede generar efectos adversos como
las arritmias cardiacas generando cardiotoxicidad, siendo una de las principales
razones del retiro de farmacos del mercado®. Se observan dos tendencias que los
compuestos VGC-2, VGC-4 y VGC-5 tienen baja probabilidad de bloquear canales
hERG, mientras que los compuestos VGC-1 y VGC-3 presentan probabilidad
moderada de bloquear estos canales que estan relacionados con las arritmias
cardiacas. Lo anterior se puede atribuir a algunas caracteristicas estructurales como
la lipofilicidad y el espaciador flexible. Se tomaron en cuenta algunos farmacos de
referencia como clorfenamina y clotrimazol utilizados actualmente en la terapéutica
y son inhibidores comprobados de canales hERG. Por otro lado, se calcul6 la
probabilidad de los compuestos disefiados de inhibir las diferentes isoformas del
CYP450 involucradas en el metabolismo de farmacos, todos los compuestos
muestran bajas probabilidades de inhibir las isoformas CYP3A4, CYP2D6 y
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CYP2C9, por lo que no tendran interacciones farmaco - farmaco cuando estos sean
coadministrados®°,

Se evaluo la prediccion de la dosis letal media (DLso) es decir, la dosis de una
sustancia que ocasiona la muerte del 50% de la poblacion de prueba. Estos calculos
predictivos se realizaron via oral en ratdn y rata, todos los compuestos no presentan
diferencias en los valores de DLsoy ninguno esta por debajo de 200mg/kg, por lo
que podrian ser moléculas seguras. Por ultimo, todos los compuestos VGC 1-5 se
encuentran entre las categorias 3 - 5 de la OCDE, en estas categorias se
encuentran la mayoria de los farmacos.
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8.3 Fasein vivo

8.3.1 Analisis de consenso farmacoldgico (PHACA)

A través de un andlisis de consenso farmacoldgico en el que se relacionaron los
calculos de cada una de las herramientas quimio-informaticas empleadas para
evaluar in silico los compuestos finales y de esta manera asignar prioridades a los
compuestos a evaluar en el ensayo in vivo. Se muestra a continuacion la Tabla 22,
se determino que el compuesto VGC-1 presenta buena solubilidad con clasificacion
| biofarmacéutica, toxicidad baja, asi como score moderado de afinidad a PPARy y
GPR40 vy present0 altos porcentajes de absorcion, mientras que VGC-2 y VGC-3
muestran una alerta por solubilidad moderada y los compuestos VGC-4 y VGC-5
debido a su cola hidrofobica presentan alertas por su baja solubilidad y violacion a
la regla de Lipinski en el parametro de logP indicando la dificultad con que un
farmaco se transporta en las membranas biolégicas, sin embargo, VGC-4 y VGC-5
presentan una similitud estructural a ligandos endoégenos por lo que su transporte
ser& similar al de estos.

El sistema de clasificacion biofarmacéutica se basa en algunas propiedades
biofarmacéuticas como solubilidad y permeabilidad, los cuales son parametros
importantes que modifican la biodisponibilidad de los principios activos.®t. A
continuacion, se muestra en la tabla 21 la forma de clasificar segun sus
caracteristicas. De acuerdo con la clasificacion anterior, los compuestos VGC-1 y
VGC-3 se encuentran en la clase | y los compuestos VGC-2, VGC-4y VGC-5 en la
clase Il.

Tabla 21 Sistema de clasificacién biofarmacéutica.

Clase | Solubilidad | Permeabilidad
I Alta Alta
Il Baja Alta
i Alta Baja
\ Baja Baja

Con base en el andlisis de consenso anterior, se ordenaron los compuestos siendo
el compuesto final VGC-1 el que presentd mejores propiedades, seguido del
compuesto VGC-2 y finalmente VGC-4 debido a que se tomO en cuenta sus
antecedentes experimentales de compuestos que tienen estas cadenas lipofilicas
en ensayos in vivo.
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Tabla 22 Analisis de consenso farmacolégico de la serie VGC 1-5

VGC [ 1] 2 [ 3 [ 4 [ 5

Propiedades fisicoquimicas y biofarmacéuticas

Log P

Lipinski

Solubilidad en agua

Permeabilidad

Clasificacion
biofarmacéutica

GPR40

Mutagenicidad

Carcinogenicidad

Bloqueo de canales
hERG

Absorcion

Sustrato de
glicoproteina-P

Inhibidor de CYP2C9
Inhibidor de CYP3A4
Inhibidor de CYP3A4
Antecedentes experimentales de compuestos analogos
Ensayo in vivo No
experimental activo [No activo [ No activo| Activo | Activo
Calificacion

Resultado




8.3.2 Evaluacion in vivo del efecto antihiperglucemiante del compuesto
VGC-1

Después de seleccionar los compuestos a evaluar mediante el analisis de consenso
farmacoldgico, se realizé la evaluacion del compuesto VGC-1 mediante una prueba
de tolerancia a la glucosa oral en ratones macho ICR.

Para la evaluacion de este compuesto se utilizo como control positivo al farmaco
Glibenclamida es un farmaco hipoglicemiante, disponible actualmente en el
mercado, presenta un efecto como secretagogo de insulina, el compuesto VGC-1
fue administrado via oral mediante una sonda eso6fago/gastrica en una dosis
exploratoria Unica de 100 mg/Kg de peso y como control negativo Tween 80 al 10%.

El compuesto VGC-1 que se observa en la figura 45. De acuerdo con los valores
obtenidos, los niveles de glucosa aumentaron los primeros 30 minutos debido al
estrés provocado al momento de la manipulacion, lo cual causa dentro del
organismo un aumento en los niveles de cortisol, que posteriormente provocara un
aumento en los niveles de glucosa. Present6 una disminucion a los 60 minutos y
120 minutos, pero no mostré diferencias estadisticamente significativas comparado
con el control negativo. Esto puede deberse a diversos factores como la
farmacocinética y la farmacodinamia al ser un acido carboxilico, ya que para que el
compuesto pueda presentar un efecto biol6gico debe tener un proceso de absorcion
y distribucion antes de interactuar con su sitio diana, por lo que se propuso evaluar
el compuesto precursor VGC-1a.
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ANOVA de dos vias, post hoc Dunnett (n = 6 £ EEM, p < 0.05)

Figura 45 Curva de prueba de tolerancia a la glucosa oral del compuesto VGC-1, control y Glibenclamida
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8.3.3 Evaluacion in vivo del efecto antihiperglucemiante del compuesto
VGC-1a

La curva de tolerancia a la glucosa oral para el compuesto precursor VGC-la a
través de un modelo de ratdén ICR normoglucémicos.

Se observa a continuacion en la Figura 46 que el compuesto no mostré actividad
de disminucion de glucosa, puede deberse a diversos factores, que por evaluar el
profarmaco no se lograra hidrolizar en el organismo como se esperaba, ademas de
gue posiblemente presenté de forma experimental una mala absorcion, distribucion,
metabolismo o excrecion (propiedades ADME).
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Figura 46 Curva de prueba de tolerancia a la glucosa oral del compuesto VGC-1a, control y Glibenclamida
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8.3.4 Evaluacion in vivo del efecto antihiperglucemiante del compuesto
VGC-2

Se llevd a cabo la curva de tolerancia a la glucosa oral del compuesto VGC-2 en
ratones macho ICR normoglucémicos. Como control positivo se utilizo
glibenclamida y como control negativo Tween 80 al 10%,

Se muestra la curva en la Figura 47. El compuesto no present6 una disminucién de
la glucosa, lo cual puede deberse a la baja solubilidad que mostr6 el compuesto
VGC-2 en el ensayo experimental. La solubilidad es uno de los parametros mas
importantes ya que si la molécula no se encuentra en disolucion no se lograra
absorber en el sistema.
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ANOVA de dos vias, post hoc Dunnett (n = 6 £+ EEM, p < 0.05)

Figura 47 Curva de prueba de tolerancia a la glucosa oral del compuesto VGC-2, control y Glibenclamida
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8.3.5 Evaluacion in vivo del efecto antihiperglucemiante del compuesto
VGC-4

Se realizo la evaluacion del compuesto VGC-4 mediante una prueba de tolerancia
a la glucosa oral en ratas Wistar hembras normoglucémicas.

Por ultimo, en la Figura 48 se observa la curva de la prueba. El compuesto mostro
una tendencia de actividad antihiperglucemiante a los 30 minutos. Sin embargo,
presentd un alto error estandar que pudo deberse a una posible variacion
idiosincratica entre las ratas Wistar hembras. A pesar de esto el efecto presentado
no es tan pronunciado como el de la glibenclamida, en el cual si existen diferencias
significativas entre este grupo con el control, sin embargo, se debe tomar en cuenta
que el mecanismo de accién de la glibenclamida es promover la secrecion de
insulina, es decir, es hipoglucemiante, en cambio VGC-4, que fue diseflado para
tener un efecto insulinosensibilizante, presenta un comportamiento mas
caracteristico como antihiperglicemiante, lo cual indica que probablemente si realice
esta actividad sobre las dianas terapéuticas propuestas (GPR40 y PPARY).
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Figura 48 Curva de prueba de tolerancia a la glucosa oral del compuesto VGC-4, control y Glibenclamida
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9

CONCLUSIONES

Se sintetizaron los compuestos finales VGC 1-5 y fueron caracterizados
mediante técnicas espectroscopicas (RMN H y 13C) y espectrométricas (EM-
IE).

Los compuestos presentaron probabilidades de actividad biologica relacionadas
con el tratamiento de la DT2 y se encuentran dentro de la clasificacion
biofarmacéutica | y Il, presentan toxicidad baja y altos porcentajes de absorcion
calculados in silico.

La serie VGC mostro energias de afinidad moderadas sobre GPR40 y PPARYy
mediante un analisis de acoplamiento molecular refinado.

Los compuestos VGC-1 y VGC-4 mostraron una tendencia a disminuir los
niveles de glucosa con un comportamiento antihiperglucemiante.
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10 PERSPECTIVAS

e Realizar ensayos subagudos de la serie de compuestos VGC 1-5.
e Realizar ensayos in vitro de la serie de compuestos VGC 1-5 sobre la
actividad de translocacion de Ca?* en células HEK293 que expresan GPR40.
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11 PARTE EXPERIMENTAL

11.1 Instrumentacion

Para la sintesis de la serie de compuestos VGC 1-5, se utilizd6 una parrilla de
calentamiento con agitacion magnética de la marca Science Med y matraces bola
de 5, 10 y 25 mL acoplados con una columna vigreux y una trampa de humedad,
asi como un refrigerante en posicion de reflujo para realizar la hidrolisis.

Al finalizar las reacciones, el disolvente se evapord con el Rotavaporador marca
BUCHI R-200 y una de alto vacio en caso de ser necesario marca BUCHI R-300.

Para determinar los puntos de fusion de cada uno de los compuestos sintetizados,
se utilizé un aparato Stanford Research System, modelo EZ-melt®.

La mayoria de las herramientas quimioinformaticas utilizadas se corrieron en laptop
Hp® Pavilion 15, Amd, Ryzen 5 con sistema operativo Windows 7 y linux. Mientras
gue ACD/ToxSuite y MOE se encuentran disponibles en el L-5, ya que requieren de
una licencia.

11.2 Cromatografia

Para monitorear el avance de las reacciones se empleé la técnica de cromatografia
en capa fina utilizando placas de aluminio cubiertas de silice de 2.5 x 4 cm. Para
revelar las placas cromatogréaficas se us6 una lampara de luz ultravioleta UV-
254/366 nm y por exposiciones a vapores de yodo. Cada una de las placas se
eluyeron empleando diferentes sistemas que se muestran en la Tabla 23.

Tabla 23 Sistemas de elucion empleados

Sistema Composicién Proporcion
I CH2Cl>:MeOH 98:2
Il CHCl>:MeOH 90:10
11 CH.Cl;:MeOH 95:5
\Y Hex:AcOEt 70:30
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11.3 Reactivos y costo

La sintesis de los compuestos de este proyecto se llevd a cabo utilizando reactivos
quimicos de la marca SIGMA-ALDRICH®, se muestran en la Tabla 24.

Tabla 24 Costos de materias primas utilizadas en el proyecto.

Cloruro de palmitoilo

Nombre Costo (MXN) CAS
2-(2-aminotiazol-4-il)acetato de etilo 1,314.00,50 g 220558
Cloruro de 4-fluorobenzoilo 3,254.00, 100 g 403-43-0
Cloruro de 2-naftoilo 1,393.00, 10 g 2243-83-6
Cloruro de 3,4-diclorobenzoilo 1,105.00, 25 ¢ 3024-72-4
Cloruro de estearoilo 2,376.00,5¢ 112-76-5
8,196.00, 500 mL 112-67-4
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11.4 Parte quimica

Sintesis del Acido 2-(2-(4-fluorobenzamido)tiazol-4-il)acético (VGC-1)

o o
_«N]/\[rO\/ LiOH o /N]/\[rOH
N ; . N—
H g o) DloxanAo.HZO H S I lo)
F

VGC-1a VGC-1

En un matraz de 10 mL de una boca, acoplado con agitacion magnética, parrilla de
calentamiento y refrigerante en posicion de reflujo se afiadié 0.210 g (0.000681 mol)
del precursor VGC-1a disuelto en 1.5 mL de dioxano. Posteriormente, se afiadieron
5 equivalentes de LIiOH y 0.5 mL de H20. Al término de la adicién se inicio el
calentamiento hasta llegar a reflujo a 90 °C durante 40 minutos.

Se monitoreo la reaccién por cromatografia de capa fina empleando el sistema de
elucion IV. Una vez terminada la reaccion se concentro el disolvente con bomba de
alto vacio y se dejo secar en el matraz bola durante 24 horas. Después se agrego
1 mL de agua fria y se coloc6 en un bafio de hielo con agitacion magnética para
agregar gota a gota una solucién de HCI al 10% v/v hasta llegar a un pH acido de
4, partiendo de un pH inicial basico de 14. Se dej6 en agitacion durante 10 minutos
y después se filtré un sélido blanco con punto de fusion de 231.4-232.9 °C y con un
rendimiento del 41%.

RMN H (600 MHz, DMSO-d6) &: 13.02 (s, 1H, NH), 8.68 (dd, 2H, Jmr = 5.3 Hz, Jo = 8.4 Hz,
H-2, H-6"), 7.87 (dd, 2H, Jor = 7.8 Hz, Jo = 7.8 Hz, H-3', H-5), 7.56 (s, 1H, H-5), 4.16 (s,
2H, H-6).

RMN 13C (600 MHz, DMSO-d6) &: 172.0 (C-7), 165.9 (C=0), 164.3 (d, J* = 236 Hz, C-4'),
158.5 (C-2), 144.7 (C-4), 131.4 (d, J3= 9.1 Hz, C-2', C-6'), 129.1 (d, J* = 2.8 Hz, C-1"), 116.0
(d, J2= 22.4 Hz C-3', C-5'), 111.1 (C-5), 37.3 (C-6).

EM (IE): m/z 280
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Sintesis del Acido 2-(2-(2-naftamido)tiazol-4-il)acético (VGC-2)
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VGC-2a VGC-2

En un matraz de 10 mL de una boca, acoplado con agitacibn magnética, parrilla de
calentamiento y refrigerante en posicion de reflujo se afiadié 0.400 g (0.00117 mol)
del precursor VGC-2a disuelto en 1.5 mL de dioxano. Posteriormente, se afiadieron
5 equivalentes de LIiOH y 0.5 mL de H20. Al término de la adicién se inicio el
calentamiento hasta llegar a reflujo a 90 °C durante 40 minutos.

Se monitoreo la reaccién por cromatografia de capa fina empleando el sistema de
elucion IV. Una vez terminada la reaccion se concentroé el disolvente con bomba de
alto vacio y se dejo secar en el matraz bola durante 24 horas. Después se agrego
1 mL de agua fria y se coloc6 en un bafio de hielo con agitacion magnética para
agregar gota a gota una solucién de HCI al 10% v/v hasta llegar a un pH acido de
4, partiendo de un pH inicial basico de 14. Se dej6 en agitacion durante 15 minutos
y después se filtré un sdélido beige con punto de fusion de 191.2-193.3 °C y con un
rendimiento del 47%.

RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) &: 9.30 (s, 1H, NH), 8.76 (s, 1H, H-1"), 8.19 (d, 1H, J = 7.7
Hz, H-4’), 8.14 (d, 1H, J = 7.7 Hz, H-9'), 8.11 (d, 1H, J = 7.7 Hz, H-6’), 8.01 — 8.06 (m, 3H,
H-3', H-7’, H-8'), 7.03 (s, 1H, H-5), 4.19 (s, 2H, H-6).

RMN 3C (150 MHz, DMSO-d6) §: 170.5 (C-7) 168.6 (C=0), 158.8 (C-2), 144.8 (C-5'), 144.2
(C-4), 135.4 (C-10’), 132.6 (C-2"), 129.7 (C-1’), 128.8 (C-4’), 128.6 (C-9), 128.1 (C-6"), 127.2
(C-7’), 125.6 (C-8'), 124.7 (C-3'), 111.4 (C-5), 37.19 (C-6).

EM (IE): m/z 312
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Sintesis del Acido 2-(2-(3,4-diclorobenzamido)tiazol-4-il)acético (VGC-3)
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VGC-3a VGC-3

En un matraz de 10 mL de una boca, acoplado con agitacion magnética, parrilla de
calentamiento y refrigerante en posicion de reflujo se afiadié 0.275 g (0.000765 mol)
del precursor VGC-3a disuelto en 1.5 mL de dioxano. Posteriormente, se afiadieron
5 equivalentes de LIOH y 0.5 mL de H20. Al término de la adicién se inici6 el
calentamiento hasta llegar a reflujo a 90 °C durante 45 minutos.

Se monitoreo la reaccion por cromatografia de capa fina empleando el sistema de
elucion IV. Una vez terminada la reaccion se concentro el disolvente con bomba de
alto vacio y se dejo secar en el matraz bola durante 24 horas. Después se agrego
1 mL de agua fria y se colocé en un bafio de hielo con agitacibn magnética para
agregar gota a gota una solucion de HCI al 10% v/v hasta llegar a un pH acido de
4, partiendo de un pH inicial basico de 14. Se dej6 en agitacion durante 15 minutos
y después se filtré un solido blanco con punto de fusién de 193.5-195.9 °C y con un
rendimiento del 72%.

RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) &: 13.0 (s, 1H, NH), 8.84 (d, 2H, Jm = 2.01 Hz, H-2)), 8.52
(dd, 2H, Jm = 2.46 Hz, Jo = 8.43 Hz, H-6), 8.22 (d, 2H, Jo = 8.45 Hz, H-5"), 7.55 (s, 1H,
H-5), 4.23 (s, 2H, H-6).

RMN *3C (150 MHz, DMSO-d6) &: 171.9 (C-7) 166.0 (C=0), 158.6 (C-2), 144.5 (C-4), 135.7
(C-1"), 132.0 (C-4), 130.5 (C-3'), 129.7 (C-2'), 128.8 (C-5'), 121.3 (C-6'), 111.3 (C-5), 37.26
(C-6).

EM (IE): m/z 329
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Sintesis del Acido 2-(2-palmitamidotiazol-4-il)acético (VGC-4)
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En un matraz de 10 mL de una boca, acoplado con agitacibn magnética, parrilla de
calentamiento y refrigerante en posicion de reflujo se afiadié 0.200 g (0.000470 mol)
del precursor VGC-4a disuelto en 1.5 mL de dioxano. Posteriormente, se afiadieron
5 equivalentes de LIOH y 0.5 mL de H20. Al término de la adicién se inici6 el
calentamiento hasta llegar a reflujo a 90 °C durante 30 minutos.

Se monitoreo la reaccion por cromatografia de capa fina empleando el sistema de
elucion IV. Una vez terminada la reaccion se concentro el disolvente con bomba de
alto vacio y se dejo secar en el matraz bola durante 24 horas. Después se agrego
1 mL de agua fria y se colocé en un bafio de hielo con agitaciébn magnética para
agregar gota a gota una solucion de HCI al 10% v/v hasta llegar a un pH acido de
4, partiendo de un pH inicial basico de 14. Se dej6 en agitacion durante 20 minutos
y después se filtré un solido beige con punto de fusién de 182.6 -185.2 °C y con un
rendimiento del 43 %.
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Sintesis del Acido 2-(2-estearamidotiazol-4-il)acético (VGC-5)
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En un matraz de 10 mL de una boca, acoplado con agitacibn magnética, parrilla de
calentamiento y refrigerante en posicion de reflujo se afiadié 0.450 g (0.000994 mol)
del precursor VGC-4a disuelto en 1.5 mL de dioxano. Posteriormente, se afiadieron
5 equivalentes de LiOH y 0.5 mL de H20. Al término de la adicion se inicio el
calentamiento hasta llegar a reflujo a 90 °C durante 30 minutos.

Se monitoreo la reaccion por cromatografia de capa fina empleando el sistema de
elucién IV. Una vez terminada la reaccion se concentro el disolvente con bomba de
alto vacio y se dejo secar en el matraz bola durante 24 horas. Después se agrego
1 mL de agua fria y se coloc6 en un bafio de hielo con agitacion magnética para
agregar gota a gota una solucién de HCI al 10% v/v hasta llegar a un pH acido de
4, partiendo de un pH inicial basico de 14. Se dej6 en agitacion durante 20 minutos
y después se filtré un sélido beige con punto de fusion de 191.7-194.1 °C y con un
rendimiento del 50 %.

80



Sintesis del 2-(2-(4-Fluorobenzamido)tiazol-4-il)acetato de etilo (VGC-1a)
o]
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-(2- ammotlazol 4-il) acetato de etilo VGC-1a

Cloruro de 4-fluorobenzoilo

En un matraz bola de 10 mL de una boca con agitacion magnética, se agregé 1
equivalente del reactivo 2-(2-aminotiazol-4-il) acetato de etilo y se disolvié en 2 mL
de CH2Cl2 seco, posteriormente se afiadio 1.1 equivalentes de trietilamina 'y 10 %
de 4-(dimetilamino) piridina (DMAP). Esta mezcla se dejo en agitacion durante 30
minutos. Después, se coloco el matraz en un bafio de hielo y se acoplo a un embudo
de adicién por presiones igualadas al que se le adicion6 1.1 equivalentes de cloruro
de 4-fluorobenzoilo y 1 mL de CH2Cl2 seco, gota a gota por 20 minutos. Se retiro el
bafio de hielo y el embudo de adicién, colocando en su lugar una columna Vigreaux
con una trampa de humedad. Se aplicé calor con una pistola de aire hasta reflujo
por cinco veces. Se dejé en agitacion por 43 horas a temperatura ambiente.

La reaccidén se monitoreo por cromatografia de capa fina (CCF) utilizando el sistema
II. Al término de la reaccion se rotaevaporo el disolvente. Se agreg6é 1 mL de agua
fria, se filtr6 dando como resultado un sélido amarillo que fue purificado mediante
recristalizacion con etanol obteniendo unos cristales color naranja con un punto de
fusién de 106.4 — 107.5 °C y un rendimiento del 50 %.

RMN H (600 MHz, DMSO-d6) 8: 13.17 (s, 1H, NH), 8.68 (dd, 2H, Jme = 5.4 Hz, Jo = 8.8 Hz,
H-2', H-6’), 7.86 (dd, 2H, Jor = 8.8 Hz, Jo = 8.8 Hz, H-3', H-5), 7.56 (s, 1H, H-5), 4.60 (q,
2H, H-8) 4.24 (s, 2H, J = 7.5 Hz, H-6), 1.69 (t, 3H, J = 7.2 Hz, H-9).
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Sintesis del 2-(2-(2-Naftamido)tiazol-4-il)acetato de etilo (VGC-2a)
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-(2-aminotiazol-4-il)

acetato de etilo
En un matraz bola de 10 mL de una boca con agitacién magnética, se agrego 1
equivalente del reactivo 2-(2-aminotiazol-4-il) acetato de etilo y se disolvié en 2 mL
de CH2Cl2 seco, posteriormente se afiadio 1.1 equivalentes de trietilamina 'y 10 %
de 4-(dimetilamino) piridina (DMAP). Esta mezcla se dejé en agitacion durante 30
minutos. Después, se coloco el matraz en un bafio de hielo y se acoplo a un embudo
de adicién por presiones igualadas al que se le adicion6 1.1 equivalentes de cloruro
de 2-naftoilo y 1 mL de CH2Cl2 seco, gota a gota por 30 minutos. Se retiré el bafio
de hielo y el embudo de adicion, colocando en su lugar una columna Vigreaux con
una trampa de humedad. Se dejo6 en agitacidn por 50 horas a temperatura ambiente.

La reaccion se monitoreo por cromatografia de capa fina (CCF) utilizando el sistema
I. Al término de la reaccion se rotaevaporé el disolvente. Se agregé 1 mL de agua
fria y se filtr6. Fue purificado mediante recristalizacion con etanol, obteniendo un
solido color amarillo claro con un punto de fusion de 113.4-115.1 °C y un rendimiento
del 93 %.

RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) &: 9.30 (s, 1H, NH), 8.61 (s, 1H, H-1"), 8.19 (d, 1H, J = 7.7
Hz, H-4'), 8.14 (d, 1H, J = 7.7 Hz, H-9), 8.11 (d, 1H, J = 7.7 Hz, H-6"), 8.01 — 8.06 (M, 3H,
H-3', H-7', H-8'), 7.58 (s, 1H, H-5), 4.61 (q, 2H, J = 7.1 Hz, H-8) 4.27 (s, 2H, H-6), 1.71 (t,
3H, J = 7.0 Hz, H-9).
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Sintesis del 2-(2-(3,4-Diclorobenzamido)tiazol-4-il)acetato de etilo (VGC-3a)
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-(2- ammotlazol 4-il) acetato de etilo Cloruro de VGC-3a

3,4-diclorobenzoilo

En un matraz bola de 10 mL de una boca con agitacién magnética, se agregd 1
equivalente del reactivo 2-(2-aminotiazol-4-il) acetato de etilo y se disolvié en 1 mL
de CH2Cl2 seco, posteriormente se afiadi6 1.1 equivalentes de trietilamina 'y 10 %
de 4-(dimetilamino) piridina (DMAP). Esta mezcla se dejé en agitacion durante 30
minutos. Después, se coloco el matraz en un bafio de hielo y se acoplo a un embudo
de adicién por presiones igualadas al que se le adicion6 1.1 equivalentes de cloruro
de 3,4-diclorobenzoilo y 1 mL de CH2Cl2 seco, gota a gota por 30 minutos. Se retird
el bafio de hielo y el embudo de adicién, colocando en su lugar una columna
Vigreaux con una trampa de humedad. Se dej6 en agitaciébn por 54 horas a
temperatura ambiente.

La reaccion se monitoreo por cromatografia de capa fina (CCF) utilizando el sistema
I. Al término de la reaccion se rotaevaporo el disolvente. Se agregé 1 mL de agua
fria y se filtr6. Fue purificado mediante recristalizacion con etanol, obteniendo un
sdlido color café claro con un punto de fusion de 114.2 -116.4 °C y un rendimiento
del 41 %.

RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) &: 13.17 (s, 1H, NH), 8.30 (d, 2H, Jm = 2.1 Hz, H-2'), 8.01
(dd, 2H, Im = 2.4 Hz, Jo = 8.7 Hz, H-6), 7.77 (d, 2H, Jo = 8.4 Hz, H-5), 7.55 (s, 1H, H-5),
459 (q, 2H, J = 6.3 Hz, H-8), 4.24 (s, 2H, H-6), 1.70 (t, 3H, J = 6.2 Hz, H-9).
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Sintesis del 2-(2-Palmitamidotiazol-4-iI)acetato de etilo (VGC-4a)
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En un matraz bola de 10 mL de una boca con agitacién magnética, se agrego 1
equivalente del reactivo 2-(2-aminotiazol-4-il) acetato de etilo y se disolvié en 2 mL
de CH2Cl2 seco, posteriormente se afiadio 1.1 equivalentes de trietilamina 'y 10 %
de 4-(dimetilamino) piridina (DMAP). Esta mezcla se dejé en agitacion durante 30
minutos. Después, se coloco el matraz en un bafio de hielo y se acoplo a un embudo
de adicién por presiones igualadas al que se le adicion6 1.1 equivalentes de cloruro
de estearoilo y 1 mL de CH2Cl2 seco, gota a gota por 40 minutos. Se retird el bafio
de hielo y el embudo de adicion, colocando en su lugar una columna Vigreaux con
una trampa de humedad. Se dejé en agitacion por 20 horas a temperatura ambiente.

La reaccion se monitoreo por cromatografia de capa fina (CCF) utilizando el sistema
[ll. Al término de la reaccion se rotaevaporo el disolvente. Se traté con agua fria 'y
se llevé a cabo una extraccion dando como resultado un solido café que fue
purificado mediante recristalizacion con etanol, obteniendo cristales amarillos con
un punto de fusion de 65.9-67.2 °C y un rendimiento del 78 %.

RMN *H (600 MHz, DMSO-d6) &: 12.11 (s, 1H, NH), 6.95 (s, 1H, H-5), 4.09 (q, 2H, J = 7.2
Hz, H-8), 4.04 (s, 2H, H-6), 2.40 (t, 2H, J = 7.1 Hz, H-1"), 1.87 (t, 3H, J = 7.2 Hz, H-9),
1.54 (q, 2H, J = 7.1 Hz, H-2)), 1.35 - 1.09 (m, 24H, H-3', H-4’, H-5', H-6", H-7’, H-8', H-9’,
H-10, H-11", H-12", H-13’, H-14’), 0.87 (t, 3H, J = 6.8 Hz, H-15").
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Sintesis del 2-(2-Estearamidotiazol-4-il)acetato de etilo
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acetato de etilo Cloruro de palmitoilo

En un matraz bola de 10 mL de una boca con agitacién magnética, se agrego 1
equivalente del reactivo 2-(2-aminotiazol-4-il) acetato de etilo y se disolvié en 2 mL
de CHzCl2 seco, posteriormente se afiadio 1.1 equivalentes de trietilamina 'y 10 %
de 4-(dimetilamino) piridina (DMAP). Esta mezcla se dejé en agitacion durante 30
minutos. Después, se coloco el matraz en un bafio de hielo y se acoplo a un embudo
de adicién por presiones igualadas al que se le adicion6 1.1 equivalentes de cloruro
de palmitoilo y 1 mL de CH2Cl2 seco, gota a gota por 40 minutos. Se retird el bafio
de hielo y el embudo de adicion, colocando en su lugar una columna Vigreaux con
una trampa de humedad. Se dejo en agitacidn por 40 horas a temperatura ambiente.

La reaccion se monitoreo por cromatografia de capa fina (CCF) utilizando el sistema
[ll. Al término de la reaccion se rotaevaporo el disolvente. Se traté con agua fria y
se realiz6 extraccion. Fue purificado mediante recristalizacion con etanol,
obteniendo una resina color naranja con un rendimiento del 86 %.
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