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INDICE DE COMPUESTOS FINALES SINTETIZADOS
Serie B

JCS-1
5-(3-metoxi-4-(quinolin-2-ilmetoxi) 0
benciliden) pirimidin-2,4,6 X

NH
1H,3H,5H)-triona
( ) O (o] o) N&O
O JCS-2

5-(3-metoxi-4-(naftalen-1-ilmetoxi)
benziliden) pirimidin-

o 2,4,6(1H,3H,5H)-triona

JCS-3
5-(4-([1,1’-bifenil]-3ilmetoxi)-3-
metoxibenziliden) pirimidin- 0
2,4,6(1H,3H,5H)-triona

JCS-4
0 4’-((2-metoxi-4-((2,4,6-
o™ X NH trioxotetrahidropirimidin-5(2H)-iliden)
LN A metil) fenoxi) metil-[1,1-bifenil]-2-
~"0 0”"N""0 carbonitrilo

0 H

e

JCS-5

5-(3-metoxi-4-(-2morfolinetoxi)
benciliden) pirimidin-
2,4,6(1H,3H,5H)-triona



INDICE DE COMPUESTOS FINALES SINTETIZADOS
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(Z)-5-(3-metoxi-4-(quinolin-2-
ilmetoxi)benzyliden)imidazolidin
-2,4-diona

JCS-9
(Z)-5-(4-([1,1-bifenil]-3-
ilmetoxl)-3-metoxibenciliden)
imidazolidin-2,4,-diona

O
o'\//\ll\lx/\o

”

;N\‘NH
0 o

JCS-11
(Z2)-5-(3-metoxi-4-(2-

morpholinoetoxi)benciliden)imidazolidi

n-2,4-diona

O

;N \(NH
o
_O o
JCS-8
(Z)-5-(3-metoxi-4-(naftalen-1-
ilmetoxi)benziliden) imidazolidin-
2,4-diona

JCS-10
(Z2)-5-(4-([1,1’-bifenil]-3-ilmetoxy)-3-
metoxibenciliden) imidazolidin-2,4,-

diona
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o)
H

0’\ H JCS-16 H
l\/ N 4’-((4-formil-2-metoxifenoxi)metil)- N
~0 [1,1"-bifenil]-2-carbonitrilo ~0
0 0O
JCS-17 JCS-18
3-metoxi-4-(2- 3-metoxi-4-(2-(piperidin-1-
morfolinetoxi)benzaldehido il)etoxi)benzaldehido
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RESUMEN

La Diabetes tipo 2 (DT2) es un conjunto de sindromes de tipo metabdlico crénico
degenerativo, caracterizada principalmente por una hiperglucemia que ademas causa
un dafio vascular generalizado. Es considerada como un problema de salud publica a
nivel mundial.

En este proyecto se plante6 el desarrollo de la sintesis y caracterizacion de una serie
de compuestos denominados JCS 1-12 de tipo barbituratos e hidantoinas con posible
efecto antidiabético sobre PPARy y GPR-40, que puedan generar alternativas para el
tratamiento experimental y eficaz de la DT2. Las consideraciones para llevar a cabo
un disefio racional que permita combinar patrones farmacoféricos, hacer uso del
bioisosterismo y el reemplazo biosinonimico, conducen esta basqueda hacia nuevas
moléculas, las cuales puedan mejorar la actividad biolégica multitarget. Se realizé un
andlisis de consenso farmacoldgico que contempla la evaluacién de propiedades
farmacocinéticas, farmacodinamicas, biofarmacéuticas y Toxicologicas de cada
compuesto (JCS 1-12). Con la finalidad de identificar hits computacionales, utilizando
un semaforo de colores. Se propuso una sintesis de dos pasos para la obtencién de
los compuestos. El primer paso fue una reaccion de sustitucion nucleofilica
bimolecular también conocida como sintesis de Williamson, seguido de una reaccién
de tipo Condensacion de Knoevenagel. La purificacién de los compuestos se llevo a
cabo mediante cromatografia flash y repulpe. La identidad de los compuestos fue
confirmada mediante métodos espectroscopicos y espectrométricos (RMN: 1H, 13C y
EM:IE). En la parte in vivo se evaluaron los compuestos hits computacionales seguros
JCS-1, JCS-2 y JCS-4 en un ensayo de curva de tolerancia a la glucosa en ratones
normoglucémicos. Los compuestos JCS-2 y 4 mostraron un efecto antihiperglucémico
desde la primera media hora después de la administracion. Gracias al enfoque
multidisciplinario que conlleva la evaluacion in Silico y el analisis de consenso
farmacologico a priori fue posible seleccionar con mayor probabilidad de éxito los
compuestos con propiedades farmacoldgicas adecuadas y que conserven la actividad

terapéutica de interés, como se observo en los ensayos in vivo de este trabajo.
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ABSTRACT

Diabetes is a chronic and degenerative metabolic syndrome. Characterized mainly
by hyperglycemia, which causes generalized vascular damage. It is considered a

worldwide public health problem.

In this project, the development of the synthesis and characterization of a series of
compounds designated JCS 1-12 (barbiturates and hydantoins) with possible anti-
diabetic effect on PPARy and GPR-40 was a proposal to generate alternatives for
the effective treatment of TD2. The considerations to develop a rational design that
allows combining pharmacophoric patterns, using bioisosterism and scaffold
hopping replacement, lead this search towards new molecules, which can improve

the multitarget biological activity.

A pharmacological consensus analysis was performed, including the evaluation of
PK, PD, BP and Tox properties of each compound (JCS 1-12). To identify

computational hits, a color stoplight was proposed.

A two-step synthesis was planned to obtain the compounds. The first step was a
bimolecular nucleophilic substitution reaction (Williamson synthesis), followed by a
Knoevenagel condensation type reaction. Purification of the compounds was
carried out by flash chromatography and warm washing. The identity of the
compounds was confirmed by spectroscopic and spectrometric methods (NMR: *H,
13C and EIMS).

In the in vivo evaluation, the selected safe computational hits JCS-1, JCS-2 and
JCS-4 were evaluated in a glucose tolerance curve assay. Compounds JCS-2 and
4 showed an antihyperglycemic effect from the first half hour after administration.
Thanks to the multidisciplinary approach involving in Silico evaluation and the
pharmacological consensus analysis, it was possible to select compounds with a
higher probability of success with suitable pharmacological properties and retaining
the therapeutic activity of interest as observed in the in vivo assays performed in

this work.
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1. INTRODUCCION

La Diabetes se define como un conjunto de sindromes metabdlicos crénicos y
degenerativos que se caracteriza principalmente por la elevaciéon de los niveles de
glucosa en sangre y que provoca causa un dafio vascular generalizado. Es considerada

como un problema de salud publica a nivel mundial.!

La Diabetes Tipo 2 se caracteriza por generar una resistencia a la insulina en varios
tejidos periféricos como el higado, el musculo y el tejido adiposo, y por provocar alteracién
de la secrecion de insulina debido a un dafio en las células  del pancreas. Por ello,
también se conoce como “no insulino dependiente”. Este tipo de diabetes representa la
mayoria de los casos a nivel mundial, y de los cuales México ocupa el sexto lugar.? Las
complicaciones reportadas por diabetes son mudltiples; el impacto benéfico de un
tratamiento adecuado, como la dieta saludable, la actividad fisica regular, el
mantenimiento de un peso corporal normal y evitar el consumo de tabaco y alcohol puede

retrasar su aparicion.

Actualmente, existe una amplia variedad de fadrmacos para el tratamiento de la DT2. Sin
embargo, suelen ser poco eficientes en la terapéutica, debido a que solamente alivian
ciertos sintomas de la enfermedad, lo que conduce a una polifarmacia. Por tal razén, es
de suma importancia continuar con la busqueda de nuevos agentes terapéuticos que

puedan brindar un tratamiento integral para los pacientes con DT2.

Uno de los objetivos que la quimica farmacéutica se plantea para el tratamiento de la DT2
no solamente es disminuir los niveles altos niveles de glucosa, sino también abordar las
dislipidemias y algunas otras enfermedades asociadas, como la obesidad y la
hipertensién.® Las consideraciones para llevar a cabo un disefio racional que permita
combinar patrones farmacoféricos, hacer uso del bioisosterismo y el reemplazo

biosinonimico, conducen esta busqueda hacia nuevas moléculas multitarget.

Por lo tanto, el valor en este proyecto plantea el desarrollo de la sintesis y caracterizacién
de una serie de compuestos denominados JCS 1-12 de tipo barbituratos e hidantoinas
con probable afinidad y modulacion sobre los blancos terapéuticos PPARy y GPR-40 y

gue pueda generar alternativas para el tratamiento experimental de la DT2.
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2. ANTECEDENTES
Definicion y Clasificacion
La diabetes es una enfermedad crénica de tipo metabdlica caracterizada por una
deficiencia en la secrecion de insulina, en la accion de la insulina o en ambos. El

efecto principal de la diabetes no controlada es la hiperglucemia que se describe

como el aumento de glucosa en la sangre.*°

La hiperglucemia crénica de la diabetes se asocia con dafios a largo plazo. Estos
dafios, también se definen como complicaciones de tipo macro y microvasculares.
Asociado a lo anterior, el retraso del diagndstico también pone en peligro la vida
del paciente, asi como el fracaso de las terapias actuales aunado a los costos
financieros del tratamiento de esta enfermedad.®

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) y la Federacion Internacional de la
Diabetes (IDF) reconocen tres principales tipos de diabetes de las cuales destacan
la diabetes tipo 1, la diabetes tipo 2 y la diabetes gestacional. Asi mismo, se

agrupan “otros” tipos de diabetes como un cuarto grupo (Tabla 1).

Tabla 1. Tipos de Diabetes

Tipo de diabetes Caracteristicas principales
Causada por una reaccién autoinmunitaria manifestada en las
Diabetes tipo 1 células B del pancreas. En consecuencia, estas pierden su

capacidad de producir insulina. Puede ser de origen genético y
es controlada con la administracién diaria de insulina.*®

Esta relacionada con otras enfermedades metabdlicas como
obesidad y sobrepeso, el 90% de los casos de diabetes la
Diabetes tipo 2 representa. Es caracterizada por presentar resistencia a la
insulina. Se controla con medicamentos hipoglucemiantes y en
algunos casos es necesario la administracion de insulina.®

Se presenta durante el embarazo generalmente en la semana
24 y es provocada por ciertas hormonas probablemente de la

Diabetes gestacional placenta que inhiben la funcién de la insulina. Las mujeres con
obesidad o0 sobrepeso tienen mayor probabilidad de
desarrollarla. *#

Son poco comunes y relacionan distintos parametros, por
ejemplo, defectos genéticos en la funcién de las células 3,

Otros defectos genéticos en la accion de la insulina, enfermedades
del péncreas exocrino, inducidas por farmacos u otras
sustancias quimicas. 8
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Epidemiologia y Prevalencia

Las ultimas estadisticas de la actual 102 edicion del Atlas de Diabetes confirman
que ésta es una de las emergencias sanitarias mundiales de mas rapido
crecimiento del siglo XXl Esquema 1. La Federacion Internacional de Diabetes
(IDF), estim6 que en 2021 el niumero de personas con diabetes fue de 537
millones; de los cuales corresponden a personas en edad activa entre 20-79 afios.
Se estima que esta cifra alcanzard los 643 millones en 2030 y si la tendencia
continua habra alrededor de 783 millones de adultos con diabetes en 2045.1

Diabetes
2045 [T
Federation B8 75 mitenes 46%
643 millones
Incremento
EZ 537 mitones b}
i s e T —
o } _‘,'-_‘v'.‘ p e B 65 micnes o
2030 247% N Sy e X Wy - [ 2030 J3 13%
Incremento ,$ £ T LN \‘ N 7 millones
Increment to
' : =1 L8 3B 2 3 > E o .
2 2l > ¢ ' - B A
A /S A ¥
" = S\, iy E g
Pais Numero de a2 - SN >
territorio  (millones) -‘) ¢ 2 % o & e ¢ BT 260 mioom
1 China 1409 W, mes T s % . EET 28 ritos T 27%
2 India 742 3 &7 B2 206 e ¥ incremento
3 Pakistan 340
4 EUA 322
5 Indonesia 195 ¥
6 Brasil 15.7 7
I 7 México 141 I :
8 Bangladesh  13.1 £ AN 50%
9

Japén 11.0

10 Egipto 109

T 134%

o Incremento

Esquema 1. Estadisticas mundiales de incidencias de diabetes.
Tomado de la 109 edicion del Atlas de Diabetes.
Hoy en dia, México se encuentra en el sexto lugar dentro de los 10 primeros

paises con mayor incidencia de Diabetes (Esquema 1). En el afio 2021, se
reportaron alrededor de 14.1 millones de personas que presentan una alteracion
en la tolerancia a la glucosa. Cabe mencionar que las estadisticas estiman para el
2045 un total de 21.2 millones de personas con diabetes en México; conservando

el sexto lugar, pero con una cifra casi duplicada de lo que ahora prevalece.!

Hoy en dia, los estilos de vida poco saludables son prevalentes entre nifios y
adultos mexicanos, propiciando un aumento importante de la obesidad y

sobrepeso; puntos principales que son factor de riesgo modificable de la diabetes.’
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Diabetes tipo 2

La DT2 es una enfermedad multifactorial que se describe como sindrome
heterogéneo dentro de la homeostasis de glucosa, asociada con la secrecion y
accion alteradas de insulina. La DT2 representa alrededor del 90% de los casos
de diabetes, el otro 10% es caracterizado principalmente por DT1, la diabetes
gestacional y otros. Se piensa que la obesidad es la causa primaria de la
diabetes.'8°

La DT2 se produce cuando la accion de la insulina no es suficiente para mantener
los niveles de glucosa en plasma en los pardmetros normales. Esta Ultima
incapacidad se produce principalmente en los muasculos, el higado y el tejido
adiposo. La accién de la insulina consiste en el efecto combinado de las
concentraciones de insulina en el plasma (determinado por la funcion de las
células B pancreaticas) y la sensibilidad a la insulina de los tejidos clave a la que
esta dirigida (higado, musculo esquelético, y tejido adiposo). En el higado, la
insulina normalmente suprime la liberacion de glucosa. Sin embargo, en pacientes

con DT2 estos sitios de regulacién sufren alteraciones variables.' 810
Prediabetes

La “prediabetes” es un término de uso cada vez mas frecuente para las personas
con tolerancia anormal a la glucosa (TAG) o con alteracién de la glucosa en
ayunas (AGA). Implica un riesgo de desarrollo posterior de la DT2 vy
complicaciones metabdlicas. Los términos “hiperglucemia no diabética” e
“hiperglucemia intermedia” también se usan como alternativas para describir
dichas afecciones propias de altos niveles altos de glucosa en sangre, pero se
encuentran por debajo del umbral de diagndstico de la diabetes (HbAl 5.7-6.4%,

glucosa casual 100-125mg/dL).%11
Complicaciones y riesgos

La DT2 es una enfermedad cronica asociada con una disminucion de la esperanza

de vida de diez aflos. Esto se debe en parte a una serie de complicaciones
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asociadas, de tipo macro y microvasculares. Los altos niveles de glucosa en

sangre duplican el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares (ECV).1?

La hiperglucemia es asociada a un conjunto comun de otros factores de riesgo de
tipo metabdlico subyacentes, entre los cuales destacan hipertension, dislipidemias,
retinopatias, nefropatias, accidentes cerebrovasculares y la obesidad abdominal
Esquema 3. Asociado al cambio de presion por neuropatia motora y la
disminucion del flujo sanguineo por ECV, dan lugar a la aparicion de lesiones o
Ulceras inducidas por traumatismos menores que pasan desapercibidos. Esta
situacion conlleva un riesgo de amputacion elevado. El riesgo aumenta
drasticamente por el tabaquismo y los niveles bajos de actividad fisica. Algunas
otras complicaciones incluyen acantosis nigricans, disfuncion sexual e infecciones

frecuentes.?”:13

En los pacientes con DT2, estas complicaciones a largo plazo pueden estar ya
presentes en el momento del diagndstico, mientras que, en el caso de la DT1, se
pueden presentar en la primera etapa de la enfermedad (5 afios). Por tanto, la
deteccién y tratamiento tempranos son importantes para prevenir la progresion de
las ECV.1314

Signos y sintomas Complicaciones

Accidentes

Vision borrosa cerebrovasculares

Polifagiay
polidipsia Cardiopatias
Nefropatias
Poliuria

Infecciones
Frecuentes

Traumatismos,
ulceras o
amputaciones

Hormigueo y
adormecimiento de
extremidades

\ .

Esquema 2.Complicaciones, Signos y Sintomas de la Diabetes.
Modificado de Lehrke M., Marx N. (2017).
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Sighos y sintomas

La DT2 puede aparecer con sintomas similares a los de la DT1, por lo general los
pacientes que desarrollan el tipo 2 suelen padecer estos sintomas de manera
tardia (Esquema 3). De acuerdo con la IDF, resulta dificil diagnosticar con
precision el momento exacto de la aparicion de la enfermedad. En consecuencia,
esto genera que el periodo de prediagnéstico sea prolongado y probable que
hasta un tercio de la poblacion con diabetes sea tratada de manera incorrecta con
algun tratamiento. Cuando la enfermedad no es diagnosticada a tiempo, el

paciente puede presentar complicaciones como las anteriormente descritas.

Los sintomas clasicos de la diabetes se deben primordialmente a los altos niveles
de glucosa en la sangre. Entre los cuales se encuentra la glucosuria, debido a que
en el tabulo distal no es posible reabsorber grandes cantidades de glucosa, al
existir un exceso de ésta, es filtrada y eliminada en orina. A su vez, esta pérdida
provoca un desequilibrio de diuresis osmatica o también conocida como poliuria,
caracterizada por multiples micciones durante el dia y la noche. Por consiguiente,
los pacientes suelen perder grandes cantidades de liquidos, lo que conlleva a una
polidipsia (aumento de sed). Asimismo, a pesar de existir elevadas
concentraciones de glucosa en sangre, estas cantidades no son utilizadas para un
metabolismo energético, por lo que Unicamente es almacenada en el organismo y
por ende existe un menor almacenamiento tanto de proteinas como de lipidos
(pérdida de peso); a pesar de que existir una ingesta elevada de alimento
(polifagia).Otros sintomas que se presentan comunmente en el diagndstico
incluyen una historia de vision borrosa, picazén, neuropatia periférica, infecciones

recurrentes y fatiga.

Los pacientes que presentan estos sintomas suelen manifestar ya un dafio de
hasta el 50% en las células B-pancreaticas en los examenes de rutina. Muchas
personas, sin embargo, no tienen sintomas durante los primeros afios por lo cual

es importante diagnosticar a tiempo.*®
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Fisiopatologia de la DT2

Como anteriormente se habia mencionado, en la DT2 existe una deficiencia en la
sensibilidad de las células B del pancreas a la glucosa, junto con la pérdida de la
capacidad de respuesta a otros estimulos, tales como las hormonas
gastrointestinales insulinotrépicas y la sefalizacién neuronal. Retardando asi la
secrecion de la insulina de manera ineficiente y aumentando las concentraciones
de glucosa en sangre. A su vez, produce una falla en la contencion de la liberacion

de glucosa hepética durante el ayuno.
Mecanismo de secrecién de la insulina

El mecanismo de liberacion de insulina esta a cargo de las células B del pancreas
y es dependiente de glucosa. Dicho proceso comienza al incrementar la captacion
de glucosa tipo 2 (GLUT-2). Esta se metaboliza a por la via de la glucdlisis para
producir piruvato y a través del ciclo de Krebs generar adenosin trifosfato (ATP),

aumentando la proporcién ATP/ADP dentro de la célula.

Esta relacion entre ATP/ADP al estar incrementando, promueve el cierre de
canales de K* dependientes de ATP (Katp). Esto genera, la despolarizacion de la
membrana y por consiguiente la apertura de los canales de Ca?* dependientes de
voltaje. El Ca 2* migra al interior de la célula y promueve la liberacién de la insulina
mediante la fusion de los granulos de almacenamiento a través de la membrana

celular (Esquema 3).

VEBOLBBEHD( (X
3. Despolarizacion

Ca?t

4. Apertura de ’:,
canales de Ca?* ‘Q 4

2. Cierre de canales
de K* dependientes
de ATP

TATP/ADP

LY ‘L.irbe’riacién de
Insulina
Esquema 3. Mecanismo de secrecion de la insulina.

Modificado de G. Katzung B. Farmacologia: Bdsica y Clinica
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Receptor de insulina

Las acciones de la insulina son anabdlicas, principalmente para promover la
captura, utilizacion y almacenamiento de los nutrientes principales: glucosa, lipidos
y aminoacidos. La accion de la insulina promueve la glucogénesis, lipogénesis y la

sintesis de proteinas.

El receptor de insulina es una glucoproteina heterotetramérica, pertenece a la
familia de receptores de factores de crecimiento con actividad intrinseca de
cinasas de Tyr, los cuales al ser estimulados por su ligando se autofosforilan. Este
receptor estd conformado por un dimero de subunidades o/f, donde las
subunidades o se encuentran al exterior, mientras que las B tienen una porcion
extracelular, una transmembranal y una intracelular en donde se localiza el
dominio con actividad de cinasa de Tyr. Ambas subunidades se unen a través de
puentes disulfuros (Esquema 4). En las subunidades a se encuentran las regiones
de unidn a la insulina, mientras que las subunidades B de este receptor poseen un

dominio con actividad tirosina cinasa.1®

Regién rica en Cys

Subunidad o

R
Regién Yuxtamembranal - TYT 965

TYr 972
Sitio de unién a ATP SR Lys 030

Tyr y1s¢
Asa de Activaciéon Tyr 1162

TYr 1163
TYr 1326
TYr 1334

990004
SO

Subunidad B

C-Terminal

Esquema 4. Receptor de Insulina.
Modificado de Bases Moleculares de Las Acciones de La Insulina (2008).
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Sefalizacién de la insulina

Al ser reconocida la insulina por su receptor activa una serie de sefalizaciones a
través de diversas cascadas de actividad. Iniciando con la fosforilacion del sustrato
del receptor de insulina 1 (IRS-1) en los residuos de tirosina de las subunidades 3
en tejidos primarios como musculo esquelético y tejido adiposo; mientras que en
higado se fosforila el sustrato del receptor de insulina 2 (IRS-2). De manera
consecuente, se activa la enzima fosfatididilinositol-3-cinasa (PIsK) la cual estimula
la traslocacion del transportador de glucosa (GLUT-4) hacia la membrana. Este a
su vez internaliza la glucosa a la célula, normalizando las concentraciones
plasmaticas. No obstante, en la DT2, esta via ha sido modificada generando a su
vez una serie de mecanismos que modifican la sefalizacion incorrecta de la
insulina. Se han descrito diversos mecanismos, dentro de los cuales se asocia

principalmente el aumento de &Acidos grasos libres.%17:18
Resistencia a la insulina

El aumento del tejido adiposo en un organismo esta relacionado directamente con
un proceso inflamatorio crénico, que si bien, no es de alto grado, esta dirigido a la
generacion de resistencia a la insulina. Este proceso se define como la
incapacidad de la insulina de generar una respuesta. Esta resistencia implica
alteraciones en los pasos de sefializacion desde el inicio de la fosforilacién del

receptor hasta la traslocacioén del transportador GLUT-4.°

Tejido adiposo hipertrofiado
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Esquema 5. Tejido adiposo sano e hipertrofiado.
Modificado de Colin-Lozano B. (2018).
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Los lipidos intracelulares y sus subproductos pueden tener efectos que impiden la
sefalizacion correcta. Al existir altos niveles de acidos grasos se generan una
serie de mecanismos en los adipocitos donde se almacenan con mayor
frecuencia, provocando estrés celular que, mantiene un acaparamiento de
macrofagos vy linfocitos. Las adipocitocinas, favorecen la producciéon de TNF-a, IL-
6, IL-1B y la expresion de MHCII (Esquema 5); lo que plantea la condicién de que
los propios adipocitos activan la respuesta inmune. Los linfocitos infiltrados
predisponen a las poblaciones de macrofagos en el tejido adiposo, a una cascada

proinflamatoria asociada con la resistencia a la insulina.®2%

Los mecanismos anteriores provocan una activacion en el RE, el cual a su vez
activa a NF-kB, conocido como un factor de transcripcion que participa en la
respuesta inmune y de inflamacion. El NF-xp activa una serie de citocinas
proinflamatorias, pero también suprime a otras como la adiponectina en relacion
inversa, asi como con los transportadores de glucosa tipo 4 (GLUT-4) en

pacientes con obesidad, diabetes tipo 2.

Al incrementar la captura de glucosa por las células del endotelio en el tejido
adiposo, existe un incremento de especies reactivas de oxigeno en mitocondrias,
causando dafio y activando vias de inflamacion. El dafio endotelial en el tejido
adiposo provoca quimiotaxis de macréfagos e incrementa aln mas la respuesta
inflamacion. La resistencia a la insulina en el misculo esquelético e higado genera
mecanismo ectopico acumulando acidos grasos, asi como sus productos
metabdlicos tales como diacilglicerol (DAG) y acetilcoenzima A, incrementan la
expresion de TNF-a, inhibiendo las fosforilaciones de IRS-1, incluso cuando la

insulina ya se haya unido al receptor, disminuyendo la traslocacién de GLUT-4.21
Tratamiento

El tratamiento tiene la finalidad de mantener una homeostasis de los procesos
metabalicos, aliviar sintomas, prevenir y/o tratar las complicaciones metabdlicas e
incrementar la calidad de vida de los pacientes. Para el tratamiento de la diabetes

se plantean dos tipos de tratamientos.
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Tratamiento no Farmacoldgico

Consiste en llevar a cabo un cambio de habitos que requieren planes de
alimentacion adecuada, un control de peso corporal y un programa de actividad
fisica constante. A pesar de que este tratamiento se requiere en todos los
pacientes, en la mayoria de los casos, cuando existe ya una resistencia a la
insulina, no es suficiente para poder controlar los altos niveles de glucosa ni para

disminuir la resistencia esta. 1122
Tratamiento Farmacoldgico

Dentro de la terapéutica de la diabetes, este otro tratamiento proporciona diversas
alternativas para el control de la DT2. La variabilidad de tratamientos orales debe
de ser administrada de acuerdo con las necesidades fisiolégicas del paciente para

llevar a cabo un correcto control de la glucemia.

Inhibidores de la gluconeogénesis hepatica (Biguanidas)

De acuerdo con las diversas guias y estandares para el tratamiento de la DT2,
este grupo de farmacos son de primera eleccion. Esto debido al modo de accién
con el que se caracterizan, no representan riesgos de hipoglucemias y son
prescritos para pacientes obesos ya que reducen masa corporal. Introducidas en
1957. No obstante, hoy en dia solo se encuentra metformina, ya que las otras
provocaban acidosis lactica. No obstante, metformina también produce este tipo
de efecto adverso en menor proporcion, pero no ha sido retirada ya que es la

Gnica alternativa dentro del grupo de las biguanidas (Esquema 6).
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Esquema 6. Biguanidas
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Esta clase, presentan acciones farmacolégicas como antihiperglucemiantes
sensibilizadores de insulina, ya que inhiben la gluconeogénesis hepatica e
incrementan la captura de glucosa en tejidos periféricos tales como higado y
musculo.?® Activan a AMPK, modificando acciones metabdlicas tales como la
disminucién de la actividad de la acetil-CoA carboxilasa, disminuye la accion de
malonil-CoA, limitando la biosintesis de acidos grasos y aumentando carnitina
aciltranferasa (CPT1) la cual modera el transporte de acidos grasos hacia la

mitocondria para la subsecuente oxidacion. 2425

Sulfonilureas

Este grupo de farmacos fueron los primeros antidiabéticos orales utilizados para la
terapia de la DT2. A comparacion de las biguanidas, estos son considerados
hipoglucemiantes ya que son secretagogos de insulina. La primera generacion
incluye tolbutamida, carbutamida, clopropamida y tolazamida (afio: 1955). La
segunda generacion se introdujo a la practica clinica 15 afios después, siendo

glibenclamida, glimepirida, glipizisa y gliclazida (Esquema 7).28
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Esquema 7. Sulfonilureas

Actian directamente sobre los canales de Katp que son blogueados en las células
B pancreaticas. Las sulfonilureas se unen al receptor 1 de sulfonilureas (SUR-1),
provocando asi una despolarizacion de la membrana, seguido la apertura de los
calanes de Ca?' dependientes de voltaje y la subsecuente liberacién de los
granulos de insulina. A pesar de ser eficaces en la terapéutica su uso se ha
limitado, debido a los riesgos cardiovasculares que representan. Asimismo, la
hipoglucemia y el aumento de peso corporal los convierten efectos adversos que

deben de considerarse antes de la prescripcion de estos agentes. 2326
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Glinidas o Meglitinidas

Las Meglitinidas son farmacos secretagogos de insulina, definidos como
hipoglucemiantes. Actian de manera similar a las sulfonilureas. Entre estas se
encuentran Repaglinida, Mitiglinida que son derivados del &cido benzoico y

Nateglinida derivado de fenilalanina (Esquema 8).
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Esquema 8. Meglitinidas

Las Meglitinidas son agentes que actian como las sulfonilureas. No obstante, se
unen a un sitio alostérico de SUR-1 en los canales de Katp, bloqueandolos. Debido
a gue poseen una accién rapida y un tiempo de vida corto, estan indicadas para la
hiperglucemia postprandial ya que también su actividad es dependiente de
glucosa. Esto asegura el riesgo de padecer hipoglucemia como ES. Este tipo de
antidiabéticos, se prescriben para pacientes que no han logrado mantener un plan

de comidas regular y que poseen problemas renales. %6

Inhibidores de a-glucosidasas

Este grupo de farmacos incluye la acarbosa y el miglitol (Esquema 9) como
principales. Este tipo de terapia posee un mecanismo de accion al ser inhibidores
competitivos y reversibles de enzimas a-glucosidasas presentes en intestino.
Estas se encargan de metabolizar oligosacaridos que se ingieren en la dieta y
transformarlos en carbohidratos mas sencillos, como obtencion de energia para el

organismo.

Dichos inhibidores retrasan y limitan la absorcion de los oligosacaridos,
disminuyendo la glucemia posprandial. Reducen considerablemente el porcentaje
de HbAlc hasta en un 0.8% en sangre. Asi también, reducen la captaciéon de

triglicéridos en adipocitos y la lipogénesis hepatica.?32’
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Esquema 9. Inhibidores de a-glucosidasas

Por otro lado, se observa disminucion de glucosa en orina, mejora en la actividad
del transportador GLUT-4 en mdusculo esquelético y una disminucion de los
productos finales de glicacion avanzada (AGEs).?>28Debido al mecanismo de
accion de este grupo, es posible asegurar que no habra un efecto de
hipoglucemia. No obstante, los principales efectos adversos que se describen son

distencion abdominal, diarrea, flatulencias.?’

Analogos de GLP-1

Las incretinas son hormonas capaces de incrementar la secreciéon de insulina
dependiente de los niveles de glucosa, el GLP-1 y GPI. Son secretadas tras la
ingesta de carbohidratos. Poseen un efecto como secretagogos de la insulina. Se
le atribuyen efectos inhibitorios de la secrecién de glucagén, reduciendo asi la
gluconeogénesis en higado. Poseen un tiempo de vida media (ti2) corto, debido a
que son inactivados por la DPP-4. Por tal razon, se han disefiado moléculas de
tipo analogos de GLP-1 que mantengan el tiempo de vida media con mayor
duracion. Su mecanismo se basa en una actividad de tipo incretino-mimética, al
uniendose a los receptores de GLP-1 en las células B pancreaticas. Se ha
reportado que también reduce el vaciamiento gastrico y la ingesta de alimentos ya
gue produce sensacion de saciedad. No obstante, sus ES son muy caracteristicos

como las nauseas, vémitos y cefaleas. 232°

En el Esquema 10, se muestra la secuencia estructural de la Exenatida, primer
analogo de GLP-1, péptido de 39 aminoacidos, obtenido por sintesis quimica de
manera integral. Aislado en un principio como exedin-4 de la saliva del lagarto

Heloderma suspectum, mejor conocido como monstruo de Gila.*°

34



@@@@0@0@-Q@®°

Esquema 10. Secuencia de Exenatida

Inhibidores de DPP-4

Este grupo se fundamenta con el principio anterior y son descritos en la literatura
como potenciadores de incretinas. Su mecanismo, es inhibir de manera reversible
a la enzima dipeptidil peptidasa tipo 4, incrementando considerablemente las
concentraciones de incretinas, asi como su ti2. Suprimen la secrecion de
glucagon (inhibe la produccion hepatica de glucosa), mejoran la sensibilidad de
insulina y retrasan el vaciamiento gastrico. Su prescripcidn es bastante comun en
conjunto con los andlogos de incretinas. Entre este grupo se encuentran
Sitagilptina, Saxagliptina, Vildagliptina, (Esquema 11) Alogliptina y Linagliptina
aprobados entre los afios 2006 y 2013 en Estados Unidos. Sus principales ES son

cefaleas, irritacion de garganta, rinorrea y molestias abdominales.?®
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Esquema 11. Inhibidores de DPP-4
Inhibidores del transportador de sodio/glucosatipo 2 (SGLT-2)
Dentro de las condiciones fisiolégicas en un paciente sano, los rifiones filtran
alrededor de 180 g de glucosa al dia, excretandose a través de la orina menos del
1% de la glucosa que es filtrada. Esta es reabsorbida a través del SGLT-2 ubicado

en el tubulo distal, ampliamente expresado en las células del rifion. 32
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Se plantea un mecanismo de accion el cual inhiba al transportador y no se
reabsorban las concentraciones de esta. Dentro de este grupo se encuentran la
Canaglifozina, Dapaglifzina y Empaglifozina. Actualmente los dos primeros son los
anicos disponibles en el mercado (Esquema 12). Sus principales ES se relacionan

con cetoacidosis e infecciones en el tracto urinario.23:32
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Esquema 12. Inhibidores de SGLT-2

Tiazolidindionas (TZDs)

También son conocidos como glitazonas, lo componen Rosiglitazona vy

Pioglitazona (Esquema 13), la primera de ellas una vez retirada por presentar
efectos adversos cardiotdxicos. No obstante, tuvieron que contemplarla
nuevamente en la terapia ya que no existen mas alternativas terapéuticas para
este grupo. No obstante, la FDA ha puesto restricciones para la prescripcion de

esta.??
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Esquema 13.Tiazolidindionas
Las TZDs son moléculas que actian mejorando la sensibilidad a la insulina en
tejido adiposo, higado y musculo esquelético como principales tejidos. Esta
actividad es provocada por la union a los receptores activados por el proliferador

de peroxisomas-gamma (PPARY), los cuales se describen méas adelante.
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Nuevos Blancos terapéuticos para el tratamiento de la DT2

Debido a que la diabetes es considerada como una enfermedad de tipo
multifactorial, se han identificado diversas dianas moleculares que son relevantes
para su estudio. Con la finalidad de disefar y desarrollar nuevas moléculas que

aborden vias metabdlicas para tratar las complicaciones que representa la DT2.

Enzima Aldosa Reductasa (AR)

Es una aldo-ceto reductasa expresada en tejidos como o0jo, rifidbn y nervios
periféricos, donde la captacion de glucosa es independiente de insulina. Cuando
existe DT2, la AR se sobreexpresa y el metabolismo a través de la via de los
polioles incrementa.®® La primer reaccién consiste en transformar la glucosa a
sorbitol usando NADPH como cofactor y transformar el sorbitol a fructosa con la
consecuente reduccion de NAD* (Esquema 14). El sorbitol es incapaz de
traspasar membranas, esto incrementa la presion osmotica y provoca inflamacion
cronica, causando complicaciones microvasculares como formacion de cataratas
entre otras.®* El segundo paso es la transformacion de sorbitol a fructosa usando
NAD+, causando la inhibicibn de GAPDH, aumentando las concentraciones de
triosas fosfato, los cuales son intermediarios altamente reactivos y generan

productos avanzados de glicacion (AGEs) asi como estrés oxidativo.333%

GIucosaT Sorbitol FructuosaT
//o /OH /OH
He——0H Aldosa H——oH  Sorbitol —0
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HO——H HO——H HO——H
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CH,0OH /\ CH,0H /_\ CH,OH
NADPH NADP* NAD* NADH

Esquema 14. Via metabdlica de los polioles. Modificado de Chen et al.

Inhibidores de la enzima Aldosa Reductasa (ARIs)
A pesar de su amplio estudio, su desarrollo se ha complicado debido a problemas

farmacocinéticos y la eficacia minima a nivel in vivo.'® Los primeros ARIs fueron
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estructuras de tipo flavonoide, tales como la quercetina (Esquema 15).
Posteriormente se desarrollaron moléculas de tipo 2-tioxo-1,3-tiazolidin-4-ona N-
sutituidos como el Epalrestat.3® Este es el Unico farmaco (ARIs) aprobado y
comercializado para el tratamiento de la neuropatia diabética. Su uso es

restringido en algunos paises como Japén e India.®’

La investigacion de Sorbinilo, fue abandonada durante las pruebas clinicas debido
a reacciones de hipersensibilidad. El Fidarestat mostr6 mejor eficacia vy
selectividad que Sorbinilo, incluso mostr6 efectos clinicos notables en el
tratamiento de la neuropatia diabética.®®3° Sin embargo, se han desarrollado

bioisésteros de tipo tiazolidindiona y acidos carboxilicos.40-42
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Esquema 15. Inhibidores de Aldosa Reductasa
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Cabe mencionar que también los ARIs han demostrado que previenen eventos
inflamatorios, lo que sugiere que estos pudieran optimizarse para enfermedades

como artritis reumatoide, sepsis e incluso cancer.1843

Proteina fosfatasa de Tirosina 1p (PTP1pB)

Se trata de una enzima perteneciente a la familia de las fosfatasas. Este grupo de
regula de manera negativa la sefializacion de la insulina llevando a cabo
desfosforilaciones tanto del receptor de insulina como del IRS. Su actividad se ha
relacionado con la generacion de resistencia a la insulina.** Se ha estudiado que
PTP1B, se expresa en varios tejidos incluyendo musculo esquelético, higado,
tejido adiposo y cerebro. De igual forma se ha observado una sobreexpresion de

esta en estados de hiperglucemia.*

Inhibidores de la enzima proteina fosfatasa de Tirosina
La inhibicion de PTP1p conduce tanto a un incremento en la sensibilidad a la

insulina como leptina, esto la convierten en un blanco de estudio (Esquema 16).
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Se han identificado algunas moléculas que actian como inhibidores. El acido
ursolico es uno de ellos, el cual ha demostrado actividad tanto in silico como in

vitro e in vivo.46:47
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Esquema 16. Inhibidores de PTP1[3
Polifarmacia en el tratamiento de la DT2

La polifarmacia ha sido definida como “el consumo simultaneo de tres o mas
medicamentos”. Implicando mayor complejidad del manejo en la terapia clinica,
asi como un mayor riesgo de presentar efectos adversos. La DT2 ha sido una
enfermedad la cual asocia otras complicaciones de tipo metabdlico degenerativas.
El paciente que la padezca llevara a cabo una polifarmacia por el resto de su vida,

ya gque una Unica terapia no ofrece un tratamiento integral.*®

GPR40 (FFAR-1)

Es un receptor de siete dominios transmembranales acoplado a proteina G
heterotrimérica (Gag11) de clase A. Expresado ampliamente en las células f
pancreaticas, en células enteroenddcrinas y en cerebro.*°-51 Es también conocido
como receptor de acidos grasos libres (FFAR-1). Su principal caracteristica es que
favorece la liberacion de insulina bajo condiciones de hiperglucemia, causando un

efecto antihiperglucemiante y evita la hipoglucemia .52

Ligandos endbégenos y sintéticos de GPR40

Es sensible a ligandos enddgenos como los acidos grasos de cadena larga y
mediana, tales como el &4cido decanoico, el acido linoleico (LA) y el DHA,
agonistas totales que se unen al sitio ortoestérico. La region acida es parte del
fundamental para llevar a cabo el agonismo del receptor.>® Existen también
agonistas totales de tipo sintéticos como AM1638 y AM-5262 .%* Gran variedad de

ligandos sintéticos se unen al sitio alostérico,TAK-875 es uno de los mas
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representativos de su grupo. Fue un compuesto experimental disefiado por
laboratorios Takeda que llegé a fases clinicas Ill. También se han desarrollado
derivados de acidos fenilpropanoico como GW9508.5> En 2012, Christiansen y
colaboradores, reportan una serie de compuestos basados en TUG-469, TAK875,
y GW9508, moléculas agonistas representativos experimentales de FFAR-1
(Esquema 17).%% Aunado a lo anterior, dichas estructuras se describieron como

compuestos susceptibles a sufrir B oxidacion. Tomando en cuenta esta situacion,

surge el disefio de AMG-837.57:58
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Esquema 17. Agonistas de GPR40

Mecanismo molecular de GPR40

Al unirse el ligando a GPR40, se lleva a cabo un intercambio de GDP por GTP, la
subunidad a se disocia de la subunidad B/y, provocando una hidrélisis causada por
la fosfolipasa al fosfatidilinositol 4.5-bifosfato y segundos mensajeros DAG e IPs.
DAG activa a la proteina quinasa C, mientras IPs moviliza el Ca?* almacenado en
RE. Esto es dependiente de DAG, posterior se activa la quinasa PKD1 sensible a
este. Se promueve la restructuracion de fibras de F-actina, lo que permite la

traslocacion de granulos de insulina.*%:%°

Este mecanismo implica tanto la liberacion de la insulina dependiente de glucosa,
asi como la secrecion de GLP-1 y GIP, optando efectos miméticos de incretinas,
disminuyendo de niveles de glucagon, pérdida de peso, saciedad vy

cardioproteccion (Esquema 18).
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Esquema 18. Mecanismo molecular de GPR40.
Modificado de Colin-Lozano B. (2018)

PPARs

Son parte de una superfamilia de receptores hormonales de tipo nucleares. Se
clasifican en tres isoformas PPARa, PPARB/S y PPARYy. Participan como factores
de transcripcién en la regulacion de la expresion de genes, los cuales estan
involucrados en el metabolismo de glucosa y lipidos, asi como en la proliferacion y
diferenciacion celular. Son identificados como dianas terapéuticas de gran interés
para el ambito y desarrollo farmacéutico. °En este proyecto se sefial6 a la
isoforma vy, ya que el agonismo de este receptor interviene en una mejora de la
sensibilidad de la insulina. A su vez se subdivide en PPAR-yl en células f-
pancreaticas, el bazo, intestino y tejido adiposo blanco; y PPAR-y2 en el tejido
adiposo pardo. Los agonistas tradicionales son agonistas totales que se describen
como insulinosensibilizadores. No obstante, se han asociado con cardiotoxicidad,
aumento de peso, edema entre otros como cancer al ser proliferador. 6061 Este

proyecto platea el disefio de agonistas de tipo parcial.
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Ligandos enddégenos de PPARy

PPARy posee un gran numero de ligandos enddgenos acidos, de los cuales,
destacan el DHA, EPA, acido araquidonico y acido linoleico (Esquema 19). Se
reportan también algunas otras moléculas como los eicosanoides,
endocannabinoides, fosfolipidos, productos derivados de la oxidacion de proteinas

de baja densidad (LDL) como el acido hidroxieicosatetraenoico (15-HETE).6%:63
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Esquema 19. Ligandos enddgenos dcidos de GPR40

Mecanismo de molecular de PPARy

PPARy reconoce a su ligando (enddgenos o sintéticos) y forma un complejo
heterodimérico con el RXR que con lleva a cabo una traslocacion hacia el interior
del nacleo y subsecuentemente un arreglo dentro de la regulacion del proceso de
transcripcion genética. El reconocimiento de PPARy puede activar o suprimir
algunos genes de interés. % Al ser activado PPARYy, favorece el almacenamiento
de acidos grasos libres en adipocitos, incrementa la sensibilidad a la insulina y la
expresion de GLUT-4 en tejidos periféricos tales como adiposo y muscular,
consiguiente en un aumento de la captaciéon de glucosa plasmatica. 6 PPAR

regula procesos relacionados con la inflamacién. Uno de ellos es que modula de
manera negativa a NF-k[3 factor nuclear que promueve la transcripcion de
citocinas proinflamatorias como TNF-a que participa en la resistencia a la insulina
via Ser/Thr, IL-6 e IL-1B.52%* Por otro lado, en el tejido adiposo PPARy aumenta la
lipoproteina lipasa y la termogenina mitocondrial (UCP-1). Asimismo, la activaciéon

de este receptor contribuye a la disminucion de adipocitocinas como la resistina e

incremento de la adiponectina. A nivel endotelial disminuye la produccion de
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moléculas de adhesiéon (ICAM-1, VCAM-1) y quimiotacticas (Esquema 20).
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Esquema 20. Mecanismos implicados en el agonismo de PPARy.
Modificado de Colin-Lozano B. (2018).

Ligandos sintéticos de PPARy

Existen diversas moléculas agonistas sintéticos de los PPARs, un ejemplo de ellos
es Saroglitazar y Lobeglitazona que acttan de manera dual sobre
PPARo/y (Esquema 21).%° Otro ejemplo es Elafibranor, molécula experimental, la
cual contempla es su estructura un acido carboxilico como bioisostero de la
tiazolidindiona. Chinglitazar agonista Pan de PPARs de configuracion restringida
con activaciones de transcripcion moderadas, que se encuentra en fases clinicas

nivel 111.66.67

Los nuevos enfoques, han permitido un desarrollo de compuestos dirigidos a este
sitio blanco sin los problemas asociados por los cuales las primeras TZDs se
retiraron del uso clinico; esto debido al conocimiento tanto de la estructura como

de los mecanismos transcripcionales de los PPARs.58
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Esquema 21. Ligandos sintéticos de PPARy

Actividad biolégica de Barbituratos

En este proyecto se plante6 trabajar con estructuras derivadas del acido
barbiturico, teniendo en cuenta que son reemplazos bioisostérico en la estructura
farmacoférico de agonistas relevantes para el tratamiento de la DT2. A

continuacion se describen algunas de ellas.

Actividad de los barbituricos
Los compuestos conocidos como barbital, fenobarbital y pentobarbital (Esquema
22), poseen una actividad hipnética y sedante, actian como agonistas del receptor
GABAAa. Una de las caracteristicas farmacoforicas esenciales de este grupo para
mostrar efecto sobre el SNC es la hibridaciéon sp® en el carbono 5 (C-5) del anillo
en donde se sustituye doblemente con grupos alquilo y/o arilo, los cuales
favorecen la interaccion con el receptor GABAA. La ausencia de uno de los
sustituyentes o el cambio de hibridacién en el C-5 del acido barbitdrico generan

compuestos inactivos sobre el receptor GABA.

o] o o
U Barhital NH Fenobarbital "
arpia enoparnita
o N/Ko /J§ ,& Pentobarbital
H o H 0 0 H (o]

Esquema 22. Fdrmacos Barbituricos
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Bencilidenbarbituratos con actividad sobre PPARYy
En 2008, Sundriyal y colaboradores reportaron actividad a nivel in vitro, en sus
moléculas analogas de NCI0685357; molécula de tipo hit derivado del acido
bencilidenbarbitirico con efecto sobre PPARs (Esquema 23).%° La molécula mas
prometedora fue 8n con una CEso =0.1uM, la cual conserva la caracteristica acida
del anillo del &cido barbitarico que reconoce el sitio de unidén y posee una
hibridacién sp?en el C-5. En 2015 Vaibhav y colaboradores disefiaron un grupo de
derivados con una conformacion tipo Y, ellos reportan que los que estan
simétricamente sustituidos presentan mayor actividad sobre PPARy. Tal es el caso

de dos moléculas con sustituyentes de tipo nitrobencilo (26) y cianofenilo (15).7°

i = NH
: \/°\©f~i“w @\O/\Om‘] o
o N/&o i 8n N NH
CE,=0.0uM

NCI 0685357 TV o m
Hit computacional /@’D\/\N o HA" /©/ l)N 26 cR
0N -
DH . [ cegnim
/©/ CE,y=6.51M /©/
e OzN

Esquema 23. Moléculas de referencia derivados del dcido barbiturico que poseen actividad sobre PPARy

Actividad biologica de Hidantoinas

A lo largo del tiempo se han estudiado diversos compuestos estructurales que
poseen el anillo de hidantoina, que poseen actividad sobre multiples dianas
terapéuticas; se denomina como una estructura de tipo scaffold privilegiado.”*
Anteriormente se describieron inhibidores de AR, el sorbinilo es uno de ellos. En la
terapéutica existen farmacos que contemplan en sus estructuras a este scaffold
(Esquema 24); tales como la fenitoina y la fosfenitoina anticonvulsivos. Existe
también la nilutamida, para el tratamiento del cancer de prostata. Por otro lado, la
nitrofurantoina, un antimicrobiano utilizado en infecciones urinarias y dantroleno

utilizado como relajante muscular.”>73
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Esquema 24. Farmacos que poseen el anillo de hidantoina y una actividad terapéutica distinta.
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3. JUSTIFICACION

La DT2 se encuentra entre las primeras diez causas de muerte en nuestro pais,
esto debido a que esté relacionada con otras complicaciones de tipo metabdlicas
como obesidad e hipertension. Dichas condiciones requieren ser tratadas con
diversos farmacos (polifarmacia) que deberan suministrarse de por vida ya que
esta enfermedad solamente es controlada. La terapia farmacolégica actual debe
ser monitoreada debido a que genera gran cantidad de efectos adversos y en
algunos casos ha tenido que ser retirada ya que representa una terapia poco
integra para el paciente. Por lo antes mencionado, la busqueda de nuevas

alternativas terapéuticas para el tratamiento de la diabetes sigue siendo relevante.

Este proyecto quimio-farmacéutico pretende aportar compuestos bioactivos, los
cuales puedan actuar de manera simultanea (polifarmacologia) en dos principales

blancos terapéuticos relacionados con la DT2.

4. HIPOTESIS
La serie de barbituratos JCS 1-6 y de hidantoinas JCS 7-12 poseeran actividad
antidiabética debido a su naturaleza é&cida y al ser bioiséstero de las
tiazolidindionas presentaran afinidad dual sobre los blancos terapéuticos PPARYy y
GPRA40.
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5.

OBJETIVOS

Objetivo particular

Disefiar dos series de compuestos de tipo barbiturato (JCS 1-6) e
hidantoina (JCS 7-12), evaluar su perfil farmacolégico in silico y analizar
mediante un consenso farmacologico los resultados, para priorizar la
sintesis de los mejores candidatos experimentales que sean seleccionados

para ensayos antidiabéticos in vitro e in vivo.

Objetivos particulares

v

Disefiar una serie de compuestos de tipo barbiturato (JCS1-6) y de tipo
hidantoina (JCS 7-12) que conserven patrones farmacoféricos acidos de
compuestos antidiabéticos experimentales.

Evaluar in silico las propiedades ADMET de los compuestos JCS 1-12 asi
como su espectro de actividad e interactividad farmacoldgica relacionada
con la DT2.

Realizar el acoplamiento molecular de los compuestos JCS 1-12 sobre los
blancos PPARy y GPR40.

Elaborar un analisis de consenso farmacol6gico que compare los resultados
de cada perfil farmacolégico evaluado in silico y seleccionar los mejores
candidatos de la serie JCS 1-12.

Sintetizar y purificar los compuestos candidatos a prioridad de las series de
barbituratos JCS 1-6 e hidantoinas JCS 7-12.

Caracterizar los compuestos candidatos sintetizados a prioridad utilizando
técnicas espectroscopicas (RMN de H y 13C) y espectrométricas (IE-EM).
Realizar ensayos in vitro e in vivo que confirmen la actividad antidiabética

de los compuestos candidatos seleccionados.
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6. CONSIDERACIONES PARA EL DISENO MOLECULAR

Las consideraciones que se tuvieron en cuenta para el disefio de los compuestos

JCS 1-12 fueron bajo los siguientes criterios quimio-farmacéuticos:

v' Bases farmacofdricas
v" Bioisosterismo

v Propiedades fisicoquimicas
Bases Farmacofoéricas

Para el disefio racional de los compuestos se plantearon conformaciones que
conservan el patron farmacoférico unificado de compuestos agonistas duales
sobre PPARy y GPR40 (Esquema 25).”* De acuerdo con la definicion de la
IUPAC, un farmacoforo se describe como "un conjunto de caracteristicas estéricas
y electronicas que es necesario para asegurar la Optima interaccion
supramolecular con un blanco biolégico especifico y para activar (o bloguear) su
respuesta biolégica".” Este concepto refiere también al reconocimiento molecular

de la diana terapéutica en cuestion.

Espaciador
Flexible

Region acida

Region
aromatica

Region
Hidrofdbica

Esquema 25.Farmacoforo unificado de compuestos duales antidiabéticos.

Este farmacoéforo consta de una region acida misma que presentan los agonistas
endogenos (acidos grasos) que a su vez se describe como un grupo ionizable y
qgue interactla con aminoacidos de caracter basico del sitio activo para ambos
receptores. Esta region acida es la mas importante del farmaco6foro ya que
mimetiza a los ligandos endogenos. La region acida esta estrechamente unida a
una aromatica la cual le confiere mantener interacciones de tipo nm. Esta se une

directamente a un espaciador flexible “semirrigido”, el cual le confiere flexibilidad
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(grados de libertad) a la molécula para poder adoptar una conformacion tipo “U” la
cual le permita ensamblarse al sitio activo de las dinas terapéuticas. Finalmente,
se contempla una region hidrofobica la cual le permita mantener interacciones de

tipo no polares con la parte auxoforica del receptor.

En el Esquema 26, se muestran moléculas agonistas tanto para PPARy como
para GPR40 que anteriormente se describen y mantienen este patrén

farmacoforico, incluso el farmaco Pioglitazona que se utiliza en la terapéutica.

o
N (o]
N 54
I NH
~
[s]

Pioglitazona

OH NCI 0685357 o ﬂ/go
/©/\J\0H
l TUG-469

Esquema 26. Patrdn farmacofdrico presente en moléculas con actividad dual.

SASH
GW9508

Bioisosterismo

Ademas de contemplar el patron farmacoférico, en este proyecto se tuvieron en
cuenta reemplazos bioisostéricos. Los bioiséstero se definen como grupos que
pueden reemplazarse por otros en una molécula y que mantengan la actividad
biolégica deseada. Los bioisGsteros pueden tener caracteristicas tanto quimicas
como fisicas similares y diferir entre uno 0 mas atomos. El reemplazo bioisostérico
generalmente se lleva a cabo para mejorar propiedades biolégicas o

farmacodinamicas.’®

Durante los ultimos afos se han realizado diversas modificaciones para la region

acida. Estos cambios se han descrito en la literatura como reemplazos
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bioisostéricos. donde se han sustituido anillos de tiazolidindiona entre otros como
los acidos carboxilicos, debido a que también se ha descrito que grupos mas
polares que las tiazolidindionas favorecen la actividad antidiabética.”” Ballatore y
colaboradores concluyen que como cualquier reemplazo isostérico se deben
contemplar otras propiedades tales como términos de tamafio, geometria,
distribucion de cargas, acidez y lipofilia ya que de estas dependera la union con la

correspondiente contraparte (receptor) para el éxito de la estrategia.

En la Tabla 2, se muestran las principales caracteristicas fisicoquimicas de
bioisGsteros acidos que se contemplaron para el disefio de los compuestos de tipo
hidantoina, los cuales se comparan con el anillo de tiazolidindiona, que como se
describe en la literatura ha sido scaffold notable en el disefio de compuestos
antidiabéticos.’®

Tabla 2. Propiedades fisicoquimicas de Bioisdsteros dcidos.

BioisOsteros acidos

Tiazolidindiona Hidantoina Ac Barbitlrico
(4]
o H H o
s E N o N o
2 5 NH
= T |0 (0)
o 3
E 5 S NH )to
i N
o H
pKa 6.4 8.9 4.0
log P -0.33 -1.07 -1.48
tPSA 46.17 58.20 75.27
Volumen 87.09 81.37 100.35
(A3

En la tabla anterior se compararon propiedades fisicoquimicas particulares de
cada uno de los anillos de acido barbiturico y de su homologo inferior la hidantoina
con el anillo de tiazolidindiona. En ella podemos apreciar que el pKa del acido
barbiturico esta por debajo del de la tiazolidindiona y el de la hidantoina por arriba

debido a que solo uno de sus hidrégenos es acido. Por otro lado, el logaritmo del
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coeficiente de particibn es mayor que el de tiazolidindiona para ambos
bioisosteros; asi como el area polar superficial (tPSA). Finalmente, el volumen de
hidantoina es muy similar al de la tiazolidindiona ya que ambos son anillos de 5
miembros, mientras que el volumen del &cido barbitarico es mayor al de

tiazolidindiona.

Teniendo en cuenta lo anterior, se propuso el diseiio de dos series de compuestos
para este proyecto; la serie B (JCS 1-6) de tipo barbiturato y la serie H (JCS 7-12)
de tipo hidantoina, el homologo inferior del acido barbitlrico; conservando
patrones farmacoforicos caracteristicos de las moléculas AGH-2, CMC-2 y THA-1,
agonistas duales (Esquema 27). Moléculas que han demostrado aumentar in vitro
la expresiéon relativa del RNAm de PPARYy, tener interacciones con PPARYy y
GPR40 en ensayos in silico y disminuir los niveles de glicemia plasmatica en
modelos murinos respectivamente.”®8! Asimismo, se planteé conservar el cambio
bioisostérico del grupo tiazolidindiona por el anillo del acido barbitarico y el de

hidantoina como en las moléculas CMC-2 y THA-1 respectivamente.

.Am

Farmacoéforo unificado de compuestos antidiabéticos

(Ics 1-6) (Ics 7-12)

Esquema 27. Consideraciones estructurales basadas en agonistas experimentales duales.
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Partiendo de las moléculas de referencia, tales como los ligandos enddgenos
(acido docosahexaenoico, DHA), asi como la del farmaco pioglitazona, y las
moléculas SHF-1 y AGH-2 de tipo tiazolidindiona, al igual que CMC-2 y THA-1,
mantienen dichos patrones farmacoféricos (Esquema 28), se espera que los
compuestos JCS 1-12 expresen la misma actividad sobre PPARy y GPR40. 37981

Ligando Moléculas

endogeno experimentales
B X B 0 8
v 2
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Pz = = on 8%
o 9
< 2
DHA ©

Pioglitazona °

ey
N
Ay
O 2 ;
=z
AY
AY
\
‘\ Q
\\"-_
-
T
>
N
o%\
Bioisdsteros
acidos

/Q/jj‘\'“" Homélogo superior
/@AD ] N/gﬂ
H
CMC-2

Esquema 28. Moléculas de referencia para el disefio moléculas de JCS 1-12.

Para la region aromatica se decidio conservar el reemplazamiento no clasico de
hidrogeno por el grupo metoxilo como la molécula AGH-2. De igual forma, el
principio de vinilogia se aplicé para mantener la comunicacién electronica entre la
region acida y la region aromatica, ademas de restringir los grados de libertad de

los anillos.
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Debido a que los ligandos enddgenos de ambas dianas moleculares son acidos
grasos de cadena larga o mediana, se procuré6 mantener esta distancia similar en
el disefio de los compuestos JCS 1-12. Para la parte del espaciador flexible se
decidié conservar la distancia de dos atomos siendo uno de ellos oxigeno. Para la
region hidrofébica se propusieron seis sustituyentes que pudiesen mantener
interacciones en el sitio auxoférico de PPARy y GPR40 en cada serie (Esquema
29).

o
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R=C,N R=H, CN R=H,0

1CS-1,7 Ar=quinolinil JCS-3,9 Ar=3-bifenil 1CS-5,11 Ar=morfolinil
JCS-2,8 Ar=naftil JCS-4,10 Ar=4-bifinil-2-carbonitrilo 1C5-6,12 Ar=piperidinil

Esquema 29. Consideraciones moleculares para la region hidrofdbica.

En el caso de los compuestos JCS 4 y JCS 10, se tomo el fragmento de
bifenilcarbonitrilo del compuesto SHF-1 y THA-1. De igual forma para JCS 3y 9 se
conservo el bifenilo, pero esta vez sustituido en posicion 3 como lo mantiene la
estructura del compuesto TUG-469. Para los compuestos JCS 6 y 12, la region
hidrofébica fue sustituida por el anillo de piperidina reemplazando a la piridina que
conserva la estructura de Pioglitazona manteniendo anillos de 6 atomos, pero
quitando la aromaticidad. Para JCS 5 y 11, de igual forma se afadio el anillo de
morfolina (6 atomos) el cual posee O como grupo electro-atractor. Para el caso de
los compuestos JCS 1y 7 se introdujo el anillo de quinolina que es benzdélogo de
piridina (grupo presente en la Pioglitazona); mientras que para JCS 2 y 8 se

decidié reemplazar por el anillo de naftaleno, al ser una estructura privilegiada
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descrita en la literatura, ya forma parte estructural de distintos farmacos que se

encuentran en el mercado.®?

Finalmente se contempldé un enlace de tipo bencilideno que une a la region
aromatica con la regiéon acida. Este doble enlace, le confiere una hibridacién sp? al
carbono 5 (C5) del anillo del acido barbiturico, caracteristica que le impide la unién
sobre el receptor GABAA, evitando efectos adversos sobre el SNC. En este
proyecto no es de nuestro interés que los compuestos de la serie B (JCS 1-6) de
tipo barbituratos actien en el SNC por lo cual se estableci6 mantener ese doble
enlace. Tanto para los barbituratos como para las Hidantoinas se conservé el
bencilideno, ya que los compuestos de referencia también lo poseen, ademas de

ser caracteristicos para agonistas parciales.
Propiedades Fisicoquimicas

Parte de las consideraciones del disefio de los compuestos JCS 1-12 fueron los
postulados de Lipinski y Veber, las cuales establecen parametros que se rigen
como reglas basicas con la finalidad de aumentar la probabilidad de que las

moléculas propuestas posean un perfil biofarmacéutico apropiado.

Las reglas de Lipinski, de multiplos de 5 o del #5, consta de los primeros 4
parametros establecidos en la Tabla 4.83 Mientras que las reglas de Veber
establecen parametros relacionados con el nimero de enlaces rotables y al area
polar superficial (tPSA). Donde se establece un peso molecular <500, log P <5,
aceptores de puentes de H <10, donadores de puentes de H <5, nimero de

enlaces rotables <10 y un &rea polar superficial entre 100-140 A.

Estos postulados se ajustan como caracteristicas particulares de moléculas que
opten por un transporte (permeacion) pasivo sobre las membranas biolégicas a

nivel farmacodinamico.83

Para llevar a cabo el analisis de dichas propiedades, se llevé a cabo el uso de una
plataforma computacional (en linea: www.molinspiration.com), conocida como
Molinspiration Cheminformatics, la cual a partir de la estructura 2D de las

moléculas permite calcular sus propiedades (Esquema 30).
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Esquema 30. Interfaz de programa Molinspiration Cheminformatics.

A continuacion, se muestra una tabla con cada una de las propiedades

fisicoquimicas de los compuestos JCS 1-12.

Tabla 3. Propiedades Fisicoquimicas que relacionan los postulados de Lipinski'y Veber

Peso o Aceptores Donadores Enlaces Violaciones
molecular H H rotables ala regla

5 114.16 0

Compuesto

NDNNNNNNNNDNDNDN
[e2 o> le) Re) BV RN, B o) Bie) e ) I e ) BN U,
(o]
~N
o
[e%]

0
0
0
0
0
0
0
0
0
0
0

De acuerdo con la Tabla 3, no existen violaciones a ninguno de los postulados,
por lo que se espera posean probabilidades con un buen perfil biofarmacéutico,
esto relacionado a una buena permeabilidad y absorcién pasiva. Estos resultados

preliminares permiten continuar con los célculos in silico.
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7. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

La metodologia de este proyecto se divide en tres partes que a continuacion se

describen detalladamente.

Parte computacional (in silico)

La parte in silico consistid en el uso de diversos programas quimioinformaticos, los
cuales ofrecen una eleccion util en el desarrollo de compuestos con un posible
perfil farmacologico aceptable. Por lo tanto, haciendo uso de estas herramientas
se llevo a cabo la prediccion del perfil farmacodinamico, la prediccion de algunos
pardmetros farmacocinéticos y toxicoldgicos; prediccion del perfil biofarmacéutico
y ademas se llevo a cabo el acoplamiento molecular en el Laboratorio 5 de la FF-
UAEM bajo la direccién del Dr. J. Gabriel Navarrete Vazquez y el Dr. Rodrigo
Aguayo Ortiz.

Parte quimica

Esta parte refiere a la metodologia empleada para el disefio, la retrosintesis y la
sintesis de los compuestos, que se llevd a cabo en el Laboratorio 5 de la FF-

UAEM bajo la direccién del Dr. J. Gabriel Navarrete Vazquez.

La obtencién de espectros de RMN (*H y 13C) y los espectros de masas (IE) fueron
facilitados por el Dr. Emanuel Hernandez en colaboraciéon con la Dra. Gloria I.
Herndndez Bolio del departamento de Recursos del Mar CINVESTAV. La
interpretacion y caracterizacién de los resultados se realiz6 en el L-5 de la FF-
UAEM.

Parte Farmacoldgica
In vitro

Comprende las metodologias para llevar la evaluacion a nivel celular (in vitro)
sobre la expresidn de receptores PPARYy y su producto de activacion GLUT-4, asi
como GPR40 y la expresion de la insulina. Dichas evaluaciones se llevaron a cabo
en colaboracion bajo la direccion del Dr. Julio C. Almanza Pérez del Laboratorio de

Farmacologia, del Deto. Ciencias de la Salud (UAM lIztapalapa).
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In vivo

Esta parte consistio en el uso y experimentacion con dos distintas cepas de
animales de laboratorio modelos murinos normoglucémicos (ICR-CD1 y C57BL/6)
en donde se evaluaron los compuestos Hits candidatos computacionales de
Consenso Farmacoldgico. La determinacion de efecto antihiperglucemiante fue
realizada a cabo en colaboracion con el Dr. Samuel E. Estrada Soto del
Laboratorio 12 de la FF-UAEM bajo la asesoria del L.F. Martin Mundo

Campuzano.
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Parte Computacional (in Silico)

Predicciones computacionales
Como anterior se menciond, esta parte in silico consistio en el uso de diversos
programas quimioinformaticos, dichas herramientas computacionales disminuyen

tanto el tiempo como los costos de investigacion. 8485

Por lo tanto, haciendo uso de estas mismas se llevo a cabo la prediccion del perfil
farmacodinamico (espectro de actividad en PASS y posible interaccion en
SwissTargetPrediction y admetSAR); la prediccion de algunos parametros
farmacocinéticos (admetSAR, SwissADME y preADMET) vy toxicologicos
(ACD/Tox. Suite, preADMET, admetSAR y Osiris DataWarrior); prediccion del
perfil biofarmacéutico (SwissADME), analisis y visualizacion de la translocacion
pasiva de los compuestos a través de la membrana lipidica (PerMM) y ademas el
acoplamiento molecular sobre las dianas de interés (MOE). A continuacion, se

describe detalladamente el uso de cada una de estas herramientas.

Predictor de Espectro de Actividad Bioldgica para Sustancias, (PASS, por
sus siglas en inglés Prediction of Activity Spectra for Substances)

El programa PASS Online esta disponible en la web

(http://www.pharmaexpert.ru/passonline/) y fue diseflado como un predictor de

actividades biologicas, basado en la relacion estructural de las moléculas
(Esquema 31). Esto hace posible que se puedan predecir actividades de
compuestos que aun no han sido sintetizados y Unicamente de manera virtual
llevar a cabo el calculo a través de la plataforma. Dichas estimaciones estan
basadas en estudios de Relacion Estructura Actividad también conocidos como
SAR por sus siglas en inglés (Structure-Activity Relationships), los cuales
relacionan alrededor de 300,000 moléculas experimentalmente evaluadas que
comprueban tener actividad biolégica y se basan en distintas relaciones
estructurales que guardan en comun. Asimismo, se llevan a cabo la elaboracién
de bases de datos de estas mismas para luego ser comparadas con otras nuevas

moléculas de interés.t8
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» Home »  Definitions »  Products »  Services » FAQ »  Contacts

Better solutions for your research and development

Itis easy to use GO for preciction >

Get more information
about hiological potential of your compounds.

PASS Online predicts over 4000 kinds of biological activity, including pharmacelogical effects, mechanisms of
action, toxic and adverse effects, interaction with metabolic enzymes and transporters, influence on gene
expression, etc.

Esquema 31. Interfaz del programa PASS Online

admetSAR
Se trata de una base de datos de acceso libre en linea

(http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2/), la cual guarda informacién nuevamente en

relacion estructural y de actividad de una gran cantidad de farmacos, pesticidas,
productos quimicos de tipo industriales y otros como aditivos alimentarios, siendo
alrededor de mas de 96 000 compuestos en una sola base de datos (Esquema
32). Esta plataforma es capaz de almacenar, seleccionar y administrar parametros
farmacocinéticos que estan relacionados a los procesos de absorcidn, distribucion,
metabolismo, excrecion y toxicidad (ADMET) descritos ampliamente en la
literatura. admetSAR posee 45 tipos de proteinas, especies, organismos Yy
propiedades asociadas a los procesos ADMET, los cuales resultan relevantes
durante el desarrollo y descubrimiento de moléculas con posible actividad

biolégica que puedan llegar a ser candidatos a farmacos.86
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Esquema 32. Interfaz del predictor admetSAR.

?

La interfaz de admetSAR, se utilizd principalmente para predecir propiedades

farmacocinéticas y de toxicidad intrinseca de cada uno de los compuestos, tales

como.

Absorcion intestinal humana (HIA)

Ser sustrato de glicoproteina P (PGp)

Ser inhibidor de principales isoformas de CYP450
Carcinogénesis

Genotoxicidad (Test de AMES)

Cardiotoxicidad (Bloqueo de canales hERG)

Interaccion enddcrina (PPARY)
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Swiss ADME
Swiss ADME es una plataforma web del Instituto de Tecnologia Bioinformatica de
Suiza (SIB, por sus siglas en inglés SUR), de |libre acceso

(http://www.swissadme.ch/), en la cual es posible calcular predicciones

farmacocinéticas relacionadas con los principales parametros ADME (Esquema
33).

SwissADME

Bioinformatics Home FAQ Help Terms of Use

Swiss Institute of

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

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

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

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

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

Enter a list of SMILES here:

DEBEDCXOE G251

|"YA

Esquema 33. Interfaz del programa SwissADME

De igual forma, brinda predicciones de caracter fisicoquimico las cuales forman
parte importante durante el disefio y desarrollo de nuevos compuestos bioactivos.
Estas propiedades, nos permiten identificar los compuestos dentro del sistema de
clasificacion biofarmacéutica. Aunado a ello nos presenta célculos que establecen
los postulados de Lipinski y Veber; asi como algunas alertas de tipo estructural
establecidas por la Quimica Farmacéutica.8” Dentro de los parametros de interés

en esta plataforma, se enlistan los siguientes:

e Postulados de Lipinski

e Postulados de Veber

e Consenso de logaritmo de particion (cLogP)
e Solubilidad
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¢ Dificultad de obtencién (sintesis)
e Absorcion intestinal humana (HIA)

e Ser sustrato de glicoproteina P (PGp)

e Ser inhibidor de principales isoformas de CYP450

Swiss Target Prediction

Asi como Swiss ADME, este servidor pertenece nuevamente al Instituto de
Tecnologia Bioinformatica de Suiza (SIB) y es de acceso libre en linea
(http://www.swisstargetprediction.ch/). Swiss Target Prediction como su nombre lo

indica nos brinda predicciones de una posible interaccion con mas de 3000 dianas
terapéuticas establecidas en su base de datos. No es especifica como en el caso
de PASS online, pero nos predice una posible probabilidad de que los compuestos
de interés sean ligandos o no de una diana en especifico. Asimismo, nos
proporciona diversas dianas moleculares no solamente de la especie humana
(Homo sapiesn) sino también de dos especies de roedores (Mus musculus) y
(Rattus norvegicus) muy comunes dentro de la experimentacion para el desarrollo

de nuevos farmacos (Esquema 34).

ere  SwissTargetPrediction  SwissADME  Swis

SwissTargetPrediction
Swiss Institute of

Bioinformatics Home FAQ Help Download Contact Disclaimer

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

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

Select a species = D C X oo @‘ﬂ -5 @

® Homo sapiens
C Mus musculus
C Rattus norvegicus

Paste a SMILES in this box, or draw a molecule

‘0001:CC(C:CZC(:O)NC(:O)NCZ:O):CC:C1OCCW:CC:CC:Cﬂ -

Examples: Clear

Esquema 34. Interfaz del programa Swiss Target Prediction
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Cabe mencionar que algunas de las predicciones que realiza este servidor son
basadas en la homologia proteica de las dianas moleculares. Por tal razon este
servidor podria estar generando un estudio de tipo high-throughput screening
inverso. Sin embargo, para las moléculas nuevas resulta una desventaja en
cuanto a la precision ya que Unicamente es una comparacion estructural mas no

un anclaje dirigido a la proteina en particular.®

Pre-ADMET

Se trata de un servidor libre en linea (https://preadmet.bmdrc.kr/description-of-

preadmet/), el cual se basa en la prediccion de diversas propiedades de tipo
farmacocinético y toxicologico (ADMET). Utiliza mas de 2500 descriptores
moleculares, los cuales permiten brindar un analisis completo de las propiedades
de interés a partir del constructor molecular en 2D o la lectura de archivos MOL
(Esquema 35). Se basa principalmente en la relacion estructura actividad
bioldgica que posee su base de datos, obtenida de estudios experimentales a nivel

in vitro e in silico.8°

Orugiikeness  ADME Frediction  Toxioty Preciction  Molecular deseriptors MOLformat  Logln  Register  lonicLiquid Q Fegn § W 2 in
q)r, AD M E'l' § Tei +82-32-212-5550/ Fax: +82-32-212-9572 (B webmasterZomdreorg
e {2 209, Veritas A Hall, Yonsei University B5 Songdogwahai-ro, Yeorsu-gu, Inchesn 21983, Republic of Korea
Home  About @ Druglikeness il ADME @ Toxicty Community  Commercial
Welcome to the PreADMET Lastest News

G-5FED and Human Nephrotaxicity
@ modsis will be added in Aug 2017

Professional o PreADMET Ver 2.1 is coming soon in

this month.

Drug-Likeness Prediction

T rule, ke rule, Drug DB like rule
[2008/11] PreADME is one of the

ADME Prediction most r
Cheminformatics.org,
caco-2, MDCK, BBB, HIA, plasima protein binding and skin permeability data

Toxicity Prediction = [2008/10] New reiease of PreADNET
J V2.0 windows version
Ames test and rodent cardinagenicity assay

| S [2008/09] New PreADMET web site

Esquema 35. Interfaz del programa Pre-ADMET
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Dentro de los parametros de interés que se obtuvieron de esta plataforma estan

los siguientes:

e Absorcion intestinal humana (HIA)

e Ser sustrato de glicoproteina P (PGp)
e Carcinogénesis

e Genotoxicidad (Test de AMES)

e Cardiotoxicidad (Blogueo de canales hERG)

ACD/ToxSuite

ACD/ToxSuite es programa comercial el cual requiere de una licencia para su uso,
este programa es proporcionado por ACD/Labs y Pharma Algoritmo (Esquema
36). Dicho software, es una colecciébn de modulos basados en el andlisis de
similitud, tomando en cuenta la relacion estructural de un nuevo compuesto con
los de la base de datos ya establecidos de manera experimental relacionando
parametros de valoracion basicos de toxicidad.®®© Los siguientes parametros

toxicoldgicos fueron los que se calcularon de manera prioritaria:

v" Blogueo de canales hERG (cardiotoxicidad)

v Prediccion de la toxicidad aguda mediante el calculo de la dosis letal media
(DLso).

v Inhibicion de principales isoformas de citocromos encargadas del

metabolismo de farmacos.

&2
Trainable CYPIAZ 1 Iep<souM 33 o
(Trainable CYP2C19 1 <2

Trainable CYP2C9 I

Trainable CYP206 1 o ol

et
Trainable CYP3AG 1 »..._( 4

S : O w i
X \ 1Cso < 10 uM %E 0.8
\ =% oz } ! I I ]

Cytochrome P450 isoforms
CYP3A4 CYP2D6 CYP2C9 CYP2C19 CYP1A2
ICyy <50 uM  Probability 0.3 0.09 0.35 021 0.32
Relabilty 0.48 0.62 0.32 031 0.33
1Cyo <10 uM  probability  0.24 0.02 0.08 0.06 0.19
Reladdty 0.57 0.49 0.39 0.33 0.25

eeeee ‘4: ICyq estimated at substrate concentration close to Km @

Similar structures: 34 206 2c9 2C19 142

1D 6419975 10 3232950 10 3234111

1D 3235565
= Inhibitor

65
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OSIRIS Data Warrior
OSIRIS es uno de los exploradores que se encuentra facilmente en la web y es de

libre acceso (https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/), pertenece al portal de

quimica orgénica, Organic Chemistry Portal (Esquema 37). En este podemos
introducir los compuestos de interés mediante un constructor molecular o bien
insertando el codigo smiles respectivo para cada molécula. OSIRIS predice
propiedades cuasifarmaco (druglikeness) utilizando una base de datos de
alrededor de 5300 moléculas los cuales se comparan de manera estructural con
los compuestos de interés.!

Dentro de los parametros que se desean obtener de este explorador se

encuentras los siguientes:

e Carcinogénesis

e Genotoxicidad (Test de AMES)

Enter compound name, SMILES or CAS-no: 1CC(C[C@H]1C(=0)0C)0C2=NS3=C(C=CC(=C3I)OC)N=C2CCCCCCACC4)N

4

Toxicity Risks
| © mutagenic  [7]
i Rl © tumorigenic 7]
¥ |£ Qmm [
QE em @
KN
\l"/ w:
A0 e g

Solubility 7]
o] @ e Y -
O Molweight
+ ud fl'...l‘“”.w.ﬂ
C|Si TPSA i
N P Lo Lswun Iix'5
ofs Druglikeness [7]
FlCl o 20
Br| 1 Orug-Score 7]
W7 = L

Esquema 37. Interfaz del programa OSIRIS Data Warrior
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Biotransformer 3.0 Prediccidén de metabolitos

Parte del perfil farmacocinético de un compuesto es su metabolismo. Para ello es
esencial no solo saber por qué via metabdlica sera biotransformado sino conocer
las principales estructuras que pudiesen ser metabolitos. Esto con la finalidad de
conocer mas acerca de sus posibles acciones dentro del organismo ya sean

téxicas o que incluso mantengan la actividad terapéutica deseada.

Biotransformer 3.0 es una herramienta quimico-informatica de libre acceso Figura
16 que se utiliza para la prediccion de moléculas pequefias in silico. Los usuarios
pueden identificar los metabolitos de su interés también llamados xenobio6ticos en

mamiferos, el programa utiliza un sistema basado de tres componentes principales

e una base de datos de biotransformaciones (denominada MetXBioDB) que
contiene anotaciones detalladas de reacciones metabdlicas confirmadas
experimentalmente

e una base de conocimientos sobre reacciones que contiene reglas genéricas
de biotransformacién, reglas de preferencia y otras restricciones para la
prediccién del metabolismo,

e un motor de razonamiento que implementa algoritmos genéricos y
especificos de los transformadores para la prediccion y seleccion de

metabolitos.

BioTransformer 3.0  Metabolism Prediction ~About Download Contact Help -

og TMIC Relsizini:

What's New $ ¥

\\T,(
1] i
Metabolism Prediction »

- E/— Ly %\/'k/’*\Q: riY'I‘ )\/\@

Esquema 38. Interfaz de BioTransformer 3.0



Acoplamiento Molecular

El acoplamiento molecular es una metodologia que consiste en buscar la
conformacion y posicion o6ptima de un ligando dentro de una diana molecular.
Dicha herramienta estratégica permite predecir la estructura tridimensional y la
energia de un complejo (ligando-receptor), estableciendo coordenadas en el
espacio entre atomos para asi predecir tanto el anclaje (docking) como el puntaje

(scoring) o valor que mida la interaccién entre ambos.®?

El fundamento de esta técnica estd basado en la conformacion del ligando y su
orientacion hacia un posible sitio o cavidad de unién activo (binding site). Asi
también, la energia de unibn (AG) que se calculard deberd contemplar
aproximaciones de tipo estéricas, electrostaticas, de rigidez, interacciones como
formaciones de puentes de hidrogeno, de tipo hidrofébicas, asi como la

desolvatacion y factores entropicos.

El objetivo principal del acoplamiento molecular es brindar una prediccién del
complejo ligando-receptor mediante una serie de calculos. El docking molecular se
conforma de 2 pasos esenciales, el primero consiste en llevar a cabo un muestro
de conformaciones del ligando en el sitio activo del receptor y el segundo en el
discernimiento entre estas conformaciones a través de la puntuacion dada.
Idealmente se prefiere que los algoritmos permitan esa reproducibilidad en el

modo de unién experimental y la funcién de puntuacién de cada conformacién.®?

En este proyecto se utilizé el programa MOE (por sus siglas en ingles Molecular
Operating Environment) para llevar a cabo el acoplamiento molecular. Este
programa, requiere de una licencia comercial para su uso el cual ofrece diversas
herramientas para llevar a cabo el acoplamiento molecular (Esquema 38). Brinda
visualizaciones de interacciéon tipo ligando-receptor tanto en 2D como en 3D.
Asimismo, permite caracterizar las condiciones del receptor y poder disefiar

nuevas estructuras in silico, entre otras funciones caracteristicas del software.%*
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Esquema 39. Interfaz del programa MOE

Acoplamiento molecular sobre PPARyy GPR-40

Para llevar a cabo el acoplamiento molecular primeramente se seleccion6 de la
base de datos Protein Data Bank (PDB) la estructura cristalizada
(https://www.rcsb.org/). Para de PPARy, se seleccion6 el PDB: 4EMA que viene
cocristalizada con Rosiglitazona como ligando agonista dual que se encuentra
disponible aun en el mercado. Por otro lado, para GPR-40 se seleccioné el PDB:
4PHU la cual contempla cocristalizado junto a ella a TAK-875 como ligando

molécula que demostré actividad frente a GPR-40 como agonista.®®%

Dichas proteinas se prepararon en el programa MOE anteriormente descrito, en el
cual se minimizé la energia y se elimind al solvente (H20). Asi mismo, para el caso
de los ligandos (Rosiglitazona y TAK-875) se llevé a cabo su minimizacién y se
contemplé su estado de ionizacion de acuerdo con las condiciones de pH
fisiologico. A su vez se agregaron unicamente los hidrogenos polares y el resto se
elimind, asi como los ligados cocristalizados que no eran de interés. MOE
contempla varias corridas para cada experimento y cada una de éstas sefiala una

posible pose o modo de union.
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El nUmero de corridas fue de 100 para cada uno de los ligandos, asi como para
las validaciones. Una vez terminado el acoplamiento, los resultados se agruparon
con sus valores de RMSD en un rango menor a 2 A. Las visualizaciones en 2D y

3D se realizaron con MOE.

Validacién del Acoplamiento Molecular

La validacién se llevé a cabo en MOE, partiendo de las interacciones de
importancia que el ligando cocristalizado conserva con aminoacidos propios del
sitio de union de cada proteina. Con la finalidad de que los parametros que se
eligen en el programa sean capaces de llevar a cabo el acoplamiento molecular y
reproducirlo nuevamente con la estructura cocristalizada que se plantea estudiar,
tomando en cuenta los modos de union de cada ligando el cual conserve un
RMSD menor a 2A.

Analisis de permeabilidad en el servidor PerMM

El servidor web PerMM (Esquema 39) brinda a los usuarios en linea un método
computacional que calcula las energias de unién de moléculas a las membranas,
asi como coeficientes de permeabilidad. Este servidor apoya al analisis
computacional durante las primeras etapas del desarrollo de moléculas con
potencial terapéutico en su optimizacion relacionado con la permeabilidad celular.
La base de datos complementaria PerMM permite comparar los coeficientes de
permeabilidad determinados computacional y experimentalmente de mas de 500
compuestos en diferentes sistemas de membranas. El sitio web y la base de datos

son de libre acceso en https://permm.phar.umich.edu/.®’

En este proyecto contemplamos evaluar la permeabilidad (in silico) de las
moléculas de interés, GPR40 al ser un receptor acoplado a la membrana

incrementa la importancia de este analisis computacional.

70


https://permm.phar.umich.edu/

UNIVERSTTV OF MICHIGAN | COLLEGE OF PHARMACY | LOMIZE GROUR

search

Permeability of Molecules across Membranes (PerMM) server and database

Groups (4)
Classes (13)

The PerMM web server is a computational toal for theoretical assessment of passive permeability of malecules across the lipid bilayer. The underlying
thermodynamics-based method is based on inhomogeneous salubility-diffusion theory and operates with atomic 3D structures of solutes and the anisotropic solvent
model of the DOPC bilayer characterized by transbilayer profiles of dielectric and hydrogen-bonding capacity parameters. The PerMM method calculates membrane
Molecules (507) binding affinity, energy profiles along the bilayer normal, and permeability coefficients of diverse molecules across different membranes. Calculated permeability
coefficients reproduce experimental data for diverse membrane systems, such as BLM (R2=0.88, RMSE=1.15 log units), PAMPA (R2=0.75, RMSE=1.50 log units),
BBB (R2=0.69, RMSE=0.87 log units), and Caco-2/MDCK cells (R2=0.52, RMSE=0.89 log units).

Membrane Systems (11)

The PerMM database collects computationally-generated data along with experimental permeability coefficients obtained for artificial and natural membranes,
& including BLM, PAMPA, Caco-2/MDCK cells, and BBB. It currently contains ~500 molecules, ranging from small organic compounds to natural products of diverse
2 chemical structures. The database provides downloadable coordinate files and interactive visual informatien to represent optimal localization and translocation

e
pathways of molecules across the lipid bilayer. Presented data allow assessment of the contribution of the passive diffusion to transport of drugs and other

PERMM i compounds across biological membranes.
SERVER
3 In citing the PerMM method and database please refer to
s
5 Lomize AL @, Pogozheva ID &. Physics-based method for modeling passive membrane permeability and translocation pathways of bicactive molecules.
J Chem Inf Model. 51:3198-3213. PubMed @

Lomize AL, Hage IM @, Schnitzer K &, Golobokov K &, LaFaive MB &, Forsyth AC®, Pogozheva ID . PerMM: A web tool and database for analysis of passive
membrane permeability and translocation pathways of bioactive molecules. 7 Chem Inf Model. 59:3094-3009. PubMed &

© 2019 The Regents of the University of Michigan | License &

Esquema 40. Interfaz del servidor PerMM.

Para llevar a cabo el calculo se estableci6 la temperatura corporal (en °K) y el pH
sanguineo, se trabajo con archivos .pdb de coordenadas de cada compuesto JCS
1-12. Se optd por el Método de arrastre (Drag method) ya que es el recomendado,
en donde la molécula es arrastrada a través de la membrana con una
minimizacion local de la energia con respecto a las variables rotacionales de la
molécula en cada punto z +Az, partiendo de la orientacion rotacional dptima
encontrada en el punto z anterior. Este método produce una curva de energia
asimétrica y permite una estimacibn mas precisa de la barrera de energia
transmembrana.

Los célculos tardaron de 1 a 4 minutos, dependiendo del nimero de
conformaciones incluidas en el archivo de coordenadas de entrada y del tamafio
de la molécula. Cada resultado se recibié por correo en formato de archivo con

coordenadas y también se pudo visualizar en el servidor.

Elaboracion del Analisis del Consenso Farmacolégico

El argumento del analisis de consenso farmacoldgico es que cuantos mas calculos
coincidan en que un compuesto es activo, posea baja toxicidad y un perfil
farmacocinético adecuado, mas confiable es la seleccion/discriminacion de dicho

compuesto bioactivo. Por lo tanto, un compuesto que presenta puntuaciones altas
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en una coleccion de predicciones farmacoldgicas multiples tiene una mayor
probabilidad de ser un buen inhibidor/agonista/antagonista en experimentacion.’

Todos los calculos in Silico se llevaron a cabo por triplicado utilizando los
programas anteriormente mencionados. Esto con la finalidad de reducir el error
intraexperimental ya que cada servidor o programa tiene sus propios algoritmos. Si
un programa predice que un compuesto tendra una buena absorcion intestinal y
otro completamente distinto lo confirma corresponde a una mayor probabilidad de
que un tercero lo confirme. En este andlisis se trabajé con un semaforo de colores
que indica probabilidades muy satisfactorias (verde), satisfactorias (amarillo) y
poco satisfactorias (rojo) para poder ir calificando e identificando cada propiedad.

Una vez obtenidos todas las predicciones de cada uno de los perfiles
farmacéuticos (propiedades farmacodinamicas, propiedades farmacocinéticas,
propiedades toxicoldgicas y perfil biofarmacéutico) de los compuestos JCS 1-12,
se llevé a cabo el analisis de consenso farmacoldgico, en donde se seleccionaron
los compuestos Hits computacionales a prioridad para llevar a cabo su sintesis

quimica y su evaluacién farmacoldégica.

Parte Quimica

Retrosintesis

Para la obtencion de los compuestos finales tanto de para la serie de barbituratos
JCS 1-6 como para la de hidantoinas JCS 7-12, se requiere de una buena
planeaciéon de la sintesis quimica a realizar. Para ello, es necesario conocer las
materias primas y las condiciones 6ptimas y necesarias para la obtencion de un
compuesto precursor o final. En este andlisis se busca que a partir de las
moléculas finales se realicen una serie de desconexiones transformando la
molécula en otras de tipo precursoras mas sencillas y asequibles de manera
comercial y/o sintética. Esta técnica fue desarrollada por el profesor Elias J. Corey,
quien en 1990 gano el Premio Novel de Quimica por sus adelantos en dicha teoria

y metodologia en la sintesis quimica.%
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En el esquema 40 se ejemplifica la retrosintesis para la serie B, donde a partir de
un compuesto final se realiz6 una primera desconexion en el enlace bencilideno
para generar un precursor de tipo aldehidico y la materia prima de tipo acido
barbiturico.

A continuacion, se realiz6 una desconexion entre el carbono y el oxigeno del
enlace de tipo éter para obtener al 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido o mejor

conocido como vainillina, asi como los halogenuros de metilarilo y/o hemimostazas
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Esquema 41. Retrosintesis de la serie B

nitrogenadas debidamente sustituidos.

Por otro lado, para la serie H (Esquema 41), se plantea la retrosintesis donde a
partir de un compuesto final, se realiz0 una primera desconexion en el enlace
vinilico para generar un precursor de tipo aldehidico y la materia prima hidantoina.
Asimismo, se realiz6 una desconexion entre el carbono y el oxigeno del enlace de
tipo éter para obtener al 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido (vainillina), asi como los

halogenuros de metilarilo y hemimostazas nitrogenadas debidamente sustituidos.
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Esquema 42. Retrosintesis de la serie H.

Sintesis Quimica

La sintesis de los compuestos JCS 1-12 se dividieron respectivamente para cada
serie segun correspondieran en Barbituratos (JCS 1-6) e Hidantoinas (JCS 7-12).

Metodologia para la sintesis de los compuestos precursores JCS 1-13

Para esta primera serie, se comenzd con una SN2 partiendo del 4-hidroxi-3-
metoxibenzaldehido (19) en presencia de carbonato de potasio como base para la
formacion del fenolato, el cual es el responsable de llevar a cabo el ataque
nucleofilico una vez agregado el halogenuro debidamente sustituido. Dicha
reaccion se realizd en acetonitrilo como disolvente en condiciones de reflujo,
utilizando también atmdsfera de nitrégeno y cubriéndola de la luz para evitar que

el aldehido se oxide (Esquema 42).
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Esquema 43. Sintesis de compuestos precursores JCS 13-18

Metodologia para la sintesis de los compuestos finales JCS 1-6

Como se observa en la Esquema 43 para la serie B, a partir de los compuestos
precursores (JCS 13-18) se hicieron reaccionar a través de la condensacion de
Knoevenagel utilizando como materia prima acido barbitlrico en presencia de
piperidina y &cido benzoico en tolueno anhidro como disolvente para generar la
serie B de tipo barbituratos JSC 1-6.

0 Knoevenagel 5
o]
H N NH
- NH - ’d"-ss
TN N /l§ > A :/\o 0PN N0
i Ar o N ) " ’
N .I’ /0 H Sma ~
JCS 1318 JCS 1-6

Esquema 44. Sintesis de los compuestos finales JCS 1-6

Metodologia para la sintesis de los compuestos finales JCS 7-12

Asimismo, para la serie H partiendo de los compuestos precursores (JCS 13-18)
se hicieron reaccionar a mediante una condensacién de Knoevenagel utilizando

esta vez como materia prima al anillo de hidantoina en presencia de piperidina y
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acido benzoico en tolueno anhidro como disolvente para generar la serie B de tipo
barbituratos JSC 1-6 (Esquema 44).
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Esquema 45. Sintesis de los compuestos finales JCS 7-12

Caracterizacion estructural de los compuestos precursores y finales

Una vez obtenidos los compuestos precursores, se purificaron para mandarlos a
analizar bajo las técnicas espectroscopicas y espectrométricas. Una vez obtenidos
los espectros se comenzaron a asignar sefiales correspondientes de los protones
y carbonos de cada estructura. Después de confirmar su estructura y pureza, se
procedio a continuar con la sintesis de cada una de las series para la obtencion de

los compuestos finales, candidatos con prioridad.

Los compuestos finales JCS 1-5 de la serie B y JCS 8-10 de la serie H, fueron
caracterizados mediante espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)
de H y 3C, asi como por espectrometria de Masas de Impacto Electrénico (El).

Parte Farmacoldgica

Ensayos de Funcionalidad Celular

En esta parte se aplicd un ensayo de viabilidad sobre la linea celular 3T3-L1 con la
finalidad de determinar si los compuestos son citotoxicos a las concentraciones
empleadas. Se emplearon cuatro concentraciones de cada uno de los compuestos
1,10,100 y 1000 puM por un periodo de 24 h. Los resultados de absorbancia se

expresaron como porcentaje de viabilidad.
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Cultivo Celular de 3T3-L1

Fueron sembradas en placa de 6 posos Fibroblastos 3T3-L1 (9x10° células por
pozo, Corning Incorporated, NY, USA) en medio DMEM adicionado con 25 mM de
glucosa, 10% de suero fetal bovino (v/iv), 1 mM de piruvato sédico, 2 mM de
glutamina, 0.1 mM de aminoacidos no esenciales, y gentamicina, bajo una
atmosfera humidificada al 5% de CO2, a 37°C. Después de dos dias de
confluencia, las células se diferenciaron fenotipicamente a adipocitos con 0.5 mM
de 3-isobutil-1-metilxantina, 0.25 yM de acetato de dexametasona, y 0.8 uM de
insulina por 48 h, para finalizar insulina sola por 48 h méas. El medio de cultivo sin
insulina fue reemplazado cada dos dias durante 8 dias de diferenciacion.96 En un
lapso de 24 h, se determind el efecto de los compuestos sobre la expresion
relativa de PPARy y GLUT-4.

Aislamiento de RNA total y cuantificacion de la expresion de RNA’s mensajeros.

El ARN se aislé de las células que previamente se cultivaron, se uso el reactido de
aislamiento TriPure (Invitrogen). La absorbancia se midié a 260 y 280 nm para
cada muestra de ARN vy la relacipn de absorbancia fue de 1.9 0.2. Para confirmar
la integridad del ARN, 1ug fue corrido en gel de agarosa al 1%. El ARN se revel6
con bromuro de etidio y se visualiz6 usando el Image Gel-Logic 212 Pro
(Kodak/Caaresream). No se detect6 ARN degradado. Dos microgramos del ARN
total se transcribieron inversamente usando el ImProm Il reverse transcription
system (Promega, Madison, WI, USA). Veinte microlitros de la reaccién se
incubaron en un termociclador (BioProducts, West Palm Beach, FL, USA), bajo las
siguientes condiciones de ciclos: incubacién a 25 °C por 5 min, hasta 42 °C por 55
min. La enzima fue inactivada a 70°C, por 15 min, y finalmente las muestras se
enfriaron a 4°C, por 5 min. Un volumen 1/10 de cada reaccion fue amplificado
usando SYBR Green master mix (Roche Molecular Biochemicals, Mannheim,
Germany) conteniendo 0.5 mM de cebadores personalizados de PPARy (F-
CCAGAGTCTGCTGATCTGCG; R-GCCACCTCTTTGCTCTGCTC; Gene Bank
NM_011146.1), GLUT-4 (FGATTCTGCTGCCCTTCTGTC; R
ATTGGACGCTCTCTCTCCAA; Gene Bank NM_009204.2), asi como la enzima de
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iniciacion rapida, buffer para PCR y 3.5 mM MgClz, en un volumen final de 10 pL,
las reacciones fueron medidas en un Rotor- Gene de tiempo-real (Corbett Life
Science, Concorde NSW, Australia). La PCR se llevé a cabo usando las siguientes
condiciones de ciclos: pre-incubacion y desnaturalizacion a 95 °C durante 10 min.
El umbral de ciclos (Ct) se midié6 usando tubos separados y por duplicado. La
identidad y pureza de los productos de ampliacion fue monitoreada por
electroforesis en gel de agarosa al 2%. La curva de fusion se analizé al inicio de la
amplificacion siguiendo las condiciones tal cual lo indica la compafiia (Thermo
scientific). Para asegurar la calidad de las mediciones, cada ensayo incluyé un
control negativo para cada gen. La cantidad de ARNm de cada adipocito se
normaliz6 deacuerdo con la cantidad de ARNm ribosomal que codifica para la
proteina 36B4 F-AAGCGCGTCCTGGCATTGTCT,
RCCGCAGGGGCAGCAGTGGT; Gene Bank NM_007475.2).

Los valores de ACt se calcularon en cada muestra de cada gen de interés como
se menciona a continuacion: Ct gen de interés — Ct gen de referencia (B- actina
como el gen de referencia, el cual se mantuvo estable durante todo el
experimento). Los cambios relativos en los niveles de expresion de un gen en
especifico (AACt) son calculados como ACt del grupo prueba menos ACt del

grupo control y entonces presentado 2-AACt. 99

Evaluacion Farmacolégica In vivo

Se trabaj6 con dos cepas de ratones normoglucémicos macho ICR-CD1 y
C57BL/6 con pesos entre 30 y 40 g. Se agruparon en grupos de n=6. Estos fueron
mantenidos bajo condiciones estandar de laboratorio (ciclos 12 h dia/noche, 25°C,
humedad 45-65%). Todos los procedimientos fueron conducidos de acuerdo con
la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-ZO0O-1999, Ila cual establece
Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los animales de

laboratorio.®®
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Evaluacion de curva de tolerancia a la glucosa (CTG)

La CTG es un método de analisis clinico que proporciona la evaluacion de cémo
es que la glucosa se comporta en un organismo y se distribuye desde la sangre
hacia los distintos tejidos. Esta es una de las pruebas preliminares que se utilizan

para el diagnéstico de diabetes.'®

Para esta evaluacion se contemplaron los compuestos JCS-1, JCS-2 y JCS-4 que
resultaron como candidatos hits computacionales del Consenso farmacolégico.
Debido a las propiedades fisicoquimicas relacionadas con su solubilidad se
formularon suspensiones de cada uno de los compuestos utilizando como vehiculo
el tween 80 al 10% (agua:tween 80). Asimismo, se trabajé con un control negativo,
gue consta simplemente de la administraciéon del vehiculo (tween 80). Por otro
lado, se trabajé también un control positivo, utilizando el farmaco Glibenclamida

(10 mg/kg) de tipo hipoglucemiante.

El ensayo consistié en dejar a los ratones 8 h en ayunas. Se les hizo una puncion
en la cola para obtener muestra de sangre y se midié la glucosa en ayunas con
ayuda de un glucometro (Accu-Chek, Performa; Roche). Después de verificar que
las mediciones de glucosa se encontraran por debajo de 100mg/dL, se procedi6 a
administrar a los distintos grupos los compuestos JCS-1, JCS-2 y JCS-4 a una
dosis de 100mg/kg con ayuda de una canula intragastrica. Asimismo, se
administro el control positivo y el negativo en las mismas condiciones a los demas

grupos respectivamente.

Transcurridos los primeros 30 min después de la administracién se volvieron a
medir las glucosas, tomando muestra de sangre de la vena caudal, tiempo cero
(TO). Se administré una solucién de glucosa (via IG) a una dosis de 2g/kg para

cada raton. Pasando 30 minutos se midieron las glucosas asi mismo a los 60, 90 y
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120 minutos posteriores, para evaluar el comportamiento de los niveles de glucosa

en sangre. Los valores se expresaron como media £SEM.

Al finalizar el ensayo se graficaron los resultados como puntos de dispersion,
evaluando las variaciones de glucosa contra el tiempo. Para la significancia
estadistica, se llevo a cabo un analisis de tipo ANOVA de dos vias y una prueba

post Hoc de Bonferroni, donde p< 0.05.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

Parte Computacional (in silico)

Se llevd6 a cabo un analisis de la propiedades farmacodinamicas,
biofarmacéuticas, farmacocinéticas y toxicoldgicas, utilizado los programas
anteriormente descritos los cuales coinciden con dichos parametros
farmacoldgicos de los compuestos a analizar. Es por ello por lo que se decidio
llevar a cabo un andlisis de consenso por triplicado para cada propiedad del perfil
farmacoldgico que pudiera llevarnos a una conclusién precisa de cada prediccion.
Esto quiere decir que con diferentes programas o softwares los cuales poseen
distintos algoritmos se calcule una probabilidad en cada perfil y pueda compararse
con otros algoritmos distintos los cuales lleguen a un mismo resultado y se pueda
aumentar la probabilidad de éxito de una buena eleccién o discriminacion de

resultados, estimando la varianza del error de una mejor manera.

Perfil Farmacodinamico

Para esta parte se trabajé con el programa PASS el cual nos indicé probabilidades
de actividad del interés del proyecto, tales como antidiabéticas, promotoras de
insulina, agonistas de PPARy y que pudieran ser moléculas indicadas para el
tratamiento en la sintomatologia de la DT2. Por otro lado, comparamos los
resultados que nos arroja la plataforma Swiss Target Prediction la cual,
proporciona probabilidades de interaccién con PPARy y GPR-40 como posibles
proteinas que puedan reconocer a los ligandos. Finalmente, de la plataforma de
admetSAR arroja una probabilidad relacionada con una interaccién de tipo
endécrina con PPARy que, si bien lo toma como una alerta toxicological®?,
nosotros podemos discernir e interpretar que dichos compuestos estan dirigidos
hacia este blanco terapéutico con fines particulares que ya se ha descrito con

anterioridad en las consideraciones para el disefio.

En la Tabla 4, podemos apreciar los resultados arrojados por los tres servidores
que se utilizaron para describir las propiedades del perfil farmacodinamico de los
compuestos de la serie de Barbituratos JCS 1-6 y la serie de Hidantoinas JCS 7-
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12. Cabe mencionar que se tomaron como controles positivos a Pioglitazona y
TAK-875 para PPARy y GPR-40 respectivamente.

Tabla 4. Perfil Farmacodindmico

Predictor PASS Online admetSAR

Swisstarget Prediction

Propabilidad de

Probabilidad de actividad (%) Interaccion

Agonista
Compuesto PPARy

Serie de bartbituratos
Jcs-1 — 291 [ | 251
Jcs-2 — [ l261 [ 1315 [
Jcs-3 — |F B1s [ l299 ||
Jcs-4 [ | 185 [ | 23
Jcs-5 L 13
JCS-6 — |l 286 [ [20.7
Serie de Hidantoinas
Jcs-7 — [le2 I 62 [ 1306 |I
Jcs-8 [ 137 |
JCS-9 — [ |28 ES |
Jcs-10 )
Jcs-11 [ 369
JCS-12 - |F 1256 [ 342
Pio Wo7s | 523 [oa2 [ 703]
VS 430 | - || 62 1240 [

AD-= antidiabético, Prin=Promotor de insulina, T.S.D.= tratamiento para la sintomatologia diabética,
Pl=probabilidad de interaccion, Pio=pioglitazona, ---=no existe algin resultado.

De acuerdo con los resultados obtenidos en la Tabla 4, el compuesto JCS-4 tuvo
probabilidades de ser antidiabético. Por otro lado, los demas destacan por poseer
probabilidades mas altas de ser promotores de insulina. La plataforma nos
muestra que Unicamente el compuesto JCS-7 tiene probabilidad de ser agonista
de PPARy; esto no quiere decir que los demas compuestos seran inactivos o no

presenten buenos resultados frente a esta diana.

82



Este programa trabaja con una base de datos ya establecida con moléculas que
demuestran de manera experimental dichas acciones. Por lo que si no existe una
relacion estructura actividad con algun barbiturato o hidantoina que posean alguna
actividad sobre PPARy o GPR-40 en la base de datos, los resultados son nulos.
Sin embargo, estos resultados los podemos comparar contra el resultado de
probabilidades medias que todos los compuestos JCS 1-12 poseen para el

tratamiento de la sintomatologia de la Diabetes.

Por otro lado, la plataforma de Swiss Target Prediction, mostré que existe una
probabilidad de interaccion para GPR-40 como para PPARy, destacando al

compuesto JCS-2 el cual posee probabilidades con ambas dianas moleculares.

Finalmente, el tercer resultado esta vez con admetSAR, arrojé probabilidades
completamente altas a comparacion de los dos primeros, de poseer alguna
interaccion con PPARYy, lo cual resulta favorable ya que podemos confirmar que
existe una posibilidad de interaccion con la diana terapéutica en particular. De
acuerdo con los resultados obtenidos del perfil farmacodindmico, es posible
destacar al compuesto JCS-2 de la serie de los barbituratos y al compuesto JCS-7
de la serie de las hidantoinas; los cuales cumplen con la mayoria de las

probabilidades tanto de actividad, asi como de interaccion.

Perfil Biofarmacéutico

Para poder llevar a cabo la formacién de la siguiente Tabla 5 se llevé a cabo el
uso de la plataforma Swiss ADME, la cual nos brinda propiedades de tipo
farmacocinéticas y fisicoquimicas de los compuestos. Se obtuvieron Unicamente
las ultimas, para poder crear la siguiente tabla con relacion al perfil
biofarmacéutico, utilizando como controles nuevamente a TAK-875 y Pioglitazona.
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Tabla 5.Perfil Biofarmacéutico

PRSI | oo | wiehen COL”OSgerF‘,SO Solubilidad  sintesis
Compuesto
JCS-1 2.13 +++ 2.95
JCS-2 2.64 +++ 2.64
JCS-3 3.14 +++ 3.24
JCS-4 2.93 +++ 3.33
JCS-5 0.42 ++++ 2.99
JCS-6 1.28 ++++ 3
JCS-7 3.11 +++ 3.46
JCS-8 2.96 +++ 3.25
JCS-9 341 +++ 3.46
JCS-10 3.2 +++ 3.51
JCS-11 0.74 +++++ 3.25
JCS-12 1.6 ++++ 3.21
TAK-875 4.83 4,52
Pioglitazona 3.11 +++ 3.46

++++=alta solubilidad, +++=buena solubilidad, ++=baja solubilidad

satisfactorio

En la Tabla 5 podemos observar que los compuestos JSC 1-12 cumplieron con

los postulados de Lipinski, los cuales nos brindan una perspectiva de que los estos

podrian tener propiedades fisicoquimicas compatibles para un buen perfil

biofarmacéutico. A su vez, ambas series cumplieron con los postulados de Veber,

relacionados con el nimero de enlaces rotables menor a 10, asi como el area

polar superficial (tPSA) menor a 140A.
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Por otro lado, Swiss ADME nos proporciond un consenso relacionado al
Coeficiente de particion (Log P), el cual de acuerdo con los postulados de Lipinski
nos recomiendan se menor a 5. No obstante, nosotros dirigimos la preferencia de
esta caracteristica fisicoquimica hacia un rango entre 2 a 3 unidades logaritmicas.
Esto debido a la lipofilia que puedan presentar los compuestos de acuerdo con las
consideraciones quimiofarmacéuticas anteriormente descritas. A su vez, esto va
de la mano con el resultado de solubilidad. Los compuestos JCS 1-4 y JCS 7-10
destacan por poseer valores adecuados de Log P y se encuentran dentro del
rango de poseer buena solubilidad. Sin embargo, si comparamos a los
compuestos JCS 5-6 y JCS11-12 los cuales tienen probabilidades de poseer muy
buena solubilidad, pero un coeficiente muy bajo, lo cual podria representar una
alerta ya que requieren de una mayor lipofilicidad para poder ser absorbidos de
una mejor manera. Otro claro ejemplo es el mismo TAK-875 el cual posee un valor
de coeficiente de particibn por arriba de 3.5 y la alerta nuevamente en la
solubilidad resulta ser baja. Lo ideal seria que los compuestos tuvieran buena
solubilidad y buena lipofilia para que puedan permear en las membranas
biolégicas, clasificAndolos asi en el grupo | dentro del cuadro biofarmacéutico. Con
los resultados obtenidos en la tabla de perfil biofarmacéutico, es posible
considerar a los compuestos JCS 5-6 y JCS11-12 en el grupo lll, ya que poseen
buenas probabilidades de una solubilidad alta, pero podrian presentar problemas
de permeabilidad. El resto podria clasificarse entre el grupo | y grupo Il dentro del

sistema biofarmacéutico.

Finalmente, dentro de este perfil biofarmacéutico (Tabla 5), la plataforma Swiss
ADME clasifica la dificultad de sintesis para obtener cada uno de los compuestos
en un rango del 1 al 5 siendo 1=facil y 5=dificil de obtener. Sin embargo, los
compuestos se encuentran dentro de los valores deseados para llevar a cabo una
sintesis apropiada que se pueda llevar a cabo con los recursos disponibles dentro

del laboratorio.
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Perfil Farmacocinético

En cuanto a los resultados obtenidos con relacibn a las propiedades
farmacocinéticas, se evaluaron distintos aspectos divididos en dos grupos. El
primero de ellos enfocado al proceso de absorcibn en donde se utilizaron los
programas admetSAR, Swiss ADME y pre-ADMET. El segundo grupo contemplé
parametros de tipo metabolico donde se involucra la probabilidad de inhibicion de
las principales isoformas de CYP450, utilizando los programas ADC/Tox Suite,
admetSAR y Swiss ADME.

En la Tabla 6, los compuestos JCS 1-12 tuvieron probabilidades muy
satisfactorias de ser absorbidos en el intestino (HIA). Ademas, destacaron por
poseer probabilidades bajas de ser sustratos de glicoproteina P (PGp), proteina de
eflujo ampliamente descrita en la literatura y relacionada con la generacion de

resistencia a multiples farmacos (MDR1).19?

Tabla 6. Perfil Farmacocinético de Absorcion

Parametro ‘ HIA PGp

- Swiss Swiss
Predictor admetSAR ADMET pre ADMET [RElelil=issA\ ADMET pre ADMET

JCS-1 95 41
JCS-2 99 ok 96 50 - -
JCS-3 99 ek 96 42 - -
JCS-4 99 ol 97 48 - -
JCS-5 99 ol 87 47 +
JCS-6 99 ek 92 59 + -
JCS-7 99 ol 95 23 - -
JCS-8 99 ol 95 32 - -
JCS-9 99 ol 95 34 = .
JCS-10 99 ol 95 41 - -
JCS-11 99 bl 92 39 +
JCS-12 99 ol 93 50 + .
TAK-875 96 ol 99 30 +
Pio 95 * 97 44 - -

***=puena absorcion, *moderada absorcion, (+) =probabilidad positiva, (-) =nula

probabilidad
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2C19
6.8%

2C8
47% 7.2%

Esquema 46. Distribucion porcentual de las principales familias del CYP450 encargadas de
metabolizar fdrmacos. Modificado de Zanger y Schwab, 2013.

Por otro lado, los resultados obtenidos para el perfil farmacocinético que relaciona
a las principales isoformas del citocromo CYP450 encargadas del metabolismo de
farmacos (Esquema 45); fueron favorables ya que mantienen probabilidades
bajas de ser inhibidores de alguna de estas (Tabla 7). 103104

Tabla 7. Perfil Farmacocinético Metabolismo de CYP's

JCS- JCS- JCS- JCS- JCS- JCS- JCS- JCS- JCS-  JCSs-  JCS-  JCS-  TAK-

Predictores 1 2 3 4 7 8 9 10 11 12 875

ACD/Tox
admetSAR
SwissADMET
3A4
ACD/Tox 2 4 5 1 3 10 4 7 6 3 5 17 3 4
admetSAR 8 g 8 8 13 10 12 14 12 11 12 11 80 11
SwissADMET e = = - - - + + - - - - + +
2D6
ACD/Tox 12 7 7 1 1 10 11 9 9 1 1 10 15
admetSAR 41 33 33 38 41 34 33 39 40 30 33 63 34
SwissADMET + + + - - + + + + - - + +
209
ACD/Tox 6 7 2 0 0 18 12 17 6 1 1 8 13
admetSAR 31 20 21 22 23 35 33 36 33 21 11 69 36
SwissADMET + + + - - + + + + - - + +
2C19
ACD/Tox 22 3 8 2 1 38 34 24 3 5 2 7 0
admetSAR 48 50 49 17 16 57 67 52 50 22 21 84 39
SwissADMET + + - - - + + + + - - + -
1A2
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Los resultados obtenidos en los distintos programas fueron satisfactorios para la
mayoria de los compuestos. Como se puede observar en la Tabla 8, los
compuestos JCS 1-6 pertenecientes a la serie de barbituratos, poseen bajas
probabilidades de ser inhibidores de alguna de las principales isoformas del
citocromo. Por otro lado, es posible apreciar en la tabla que los compuestos JCS
7-10 tuvieron probabilidades medias de ser inhibidores principalmente de CYP
3A4 y CYP1A2. Esto no es un resultado que no sea satisfactorio, pero se debe
considerar ya que al ser inhibida alguna de estas familias, podrian aparecer en
algin momento de su administracion, interacciones. Estas podrian ser de tipo
farmaco-farmaco o farmaco-alimento. No obstante, cabe mencionar que los
porcentajes son menores al control TAK-875 y similares a Pioglitazona, por lo cual

es favorable poder apreciar dichos resultados.

Perfil Toxicoldgico

Asi como fue posible el analisis de los perfiles farmacéuticos anteriormente
descritos es necesario poder predecir de igual forma la caracterizacién
toxicoldgica de cada uno de los compuestos JCS 1-12. Para ello, se ocuparon los
programas tales como ACD/Tox Suite, admetSAR, pre-ADME y Osiris. En la Tabla

8 podemos apreciar los resultados que se obtuvieron para cada compuesto.

En cuanto a las probabilidades de cardiotoxicidad, los compuestos arrojaron
resultados poco satisfactorios en la prediccion del bloqueo de los canales hERG.
Sin embargo, estas predicciones son valores altos debido a que existe una
relacion estructura actividad de bloqueo, relacionadas con las aminas que puedan

encontrarse en las estructuras de los compuestos.

Por otro lado, en cuanto a Mutagenicidad (AMES) y carcinogénesis, ambas series
mostraron probabilidades bajas de presentar toxicidad en estas areas,

Tabla 8. Perfil Toxicoldgico
coincidiendo los tres programas, por lo cual la estimacion es confiable.
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SERIE DE BARBITURATOS SERIE DE HIDANTOINAS ‘ CONTROLES

JCS-1 | JCS-2 JCS-3 | JCS-4  JCS-5 | JCS-6 JCS-7 JCS-8 | JCS-9 JCS-10 JCS-11  JCS-12

Predictor
Bloqueo de canales hERG
ACD/Tox ‘ 32 | 50 | 72 | 79 | 33 | 42 | 45 | 64 | 80 83 35 44 10 17
admetSAR ‘ 89 85 | 8 | 84 | 66 | 73 | 8 | 81 | 90 90 69 74 91 87
preADMET k 3k %k %k %k % k3 * * k% %k k% %k k% %k %k ok * * k% *

admetSAR ‘ 38 57 27 31 31 23 34 59 30 30 36 73 41 50

%k 3k k% %k k %k %k %k * %k %k %k %k %k * %k k% k% k% * %k
preADMET

admetSAR\ 9 | 10 | 22 | 22 | 19 | 12 | 13 | 16 | 20 | 20 17 | 12 15 | 10

preADMET * * % * ¥ k% * * * * ¥ * ¥ k% * * * %k *

(*) = probabilidad baja, (**) = probabilidad media, (***) = probabilidad alta

Parte del perfil toxicolégico que se calcul6 utilizando el programa de licencia
ADC/Tox Suite, abarca un algoritmo para la obtencion predictiva de la Dosis Letal
media (DLso) por via oral o también conocida como per os y también por via
intraperitoneal. No obstante, nos enfocaremos mas a la via oral ya que
Pioglitazona y Rosiglitazona se administran actualmente por esa via. De acuerdo
con la Tabla 9, nos indica la clasificacion de las sustancias en relacién con su DLso
segun la OECD.
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Tabla 9 Clasificacion de sustancias segun la OECD

categoria OECD Rango de DLso Clasificacion
I <5mg/Kg Altamente téxico
Il <50mg/Kg Muy toxico
1] <300mg/Kg Téxico
\Y; <2000mg/Kg Toxicidad moderada
\% >2000mg/kg <5000mg/Kg Sin peligro

Con base en esta clasificacion, el programa ADC/Tox Suite arrojé los resultados
presentes en la Tabla 10 donde podemos apreciar que la mayoria de los
compuestos caen en la categoria numero VI de la OECD, donde la mayoria de los
farmacos en el mercado se encuentran, caracterizados con una toxicidad
moderada. No obstante, el compuesto JCS-8 se posiciond en la categoria lll,
como Toxico. A pesar de que estos resultados son favorables, es necesario poder

confirmar dicha toxicidad con algin experimento a nivel in vitro o in vivo.
Tabla 10 Toxicidad relacionada a la DLso

Especie y via SERIE DE BARBITURATOS SERIE DE HIDANTOINAS CONTROLES

cal, JCS-1 JCS-2 JCS-3  JCS-4 JCS-5 JCS-6 JCS-7 JCS-8  JCS-9  JCS-10 JCS-11 JCS-12 PIO T8A7I§-

DLso mg/kg

Rata (P.O0.) 4300 2200 4900 1300 2500 2600 1300 320 880 870 949 920 1100 1500

Rata (I.P.) 210 130 230 390 62 53 550 340 600 810 230 200 400 150

Raton

(P.0.) 1600 1600 1600 760 1100 1000 1500 1000 1900 550 1000 1100 1900 1500

Raton (I.P.) 710 640 630 300 650 560 680 610 470 560 530 480 440 280

OECD 4 4 4 4 4 4 4 3 4 4 4 4 4 4

P.O. = per os (via oral), |.P. = intraperitone
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Acoplamiento molecular

Validaciéon del acoplamiento molecular

Con la finalidad de asegurar una buena metodologia para llevar a cabo el
acoplamiento molecular de nuestros ligandos, es necesario validar el método.
Para ello, se planteo llevar a cabo el docking molecular tanto de PPARy (PDB:
4EMA) como de GPR40 (PDB:4PHU) con Rosiglitazona y TAK-875 ligandos
cocristalizados respectivamente. De este modo podemos cerciorarnos de que la
metodologia es reproducible y confiable, ya que tiene la capacidad de volver a
colocar el ligando en el sitio de union donde viene cocristalizado. Para los
resultados de la validacion de PPARy con Rosiglitazona utilizando el programa
MOE, se observaron las interacciones de importancia para la actividad bioldgica.
En la validacion se obtuvieron interacciones con los residuos de aminoécidos
His323, His449 e incluso otras interacciones en la region aromatica con Cys285
obteniendo un score de -9.49 kcal/mol y RMSD de 0.11A (Esquema 46).

\
\

GIn286

Esquema 47.Validacion de PPARy con Rosiglitazona (visualizacion 2D y 3D)

Asimismo, los resultados de la validacion de GPR-40 con TAK 875 se aprecian en
el Esquema 47, donde se aprecian las interacciones de importancia con los
residuos de aminoacidos Argl83, Arg2258, Tyr2240, Asn224, Tyr91 y Phe87,
obteniendo un score de -10.67 kcal/mol y RMSD de 1.59A.
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Esquema 48. Validacion de GPR-40 con TAK 875 (visualizacion en 2D y 3D)

En la Tabla 11 se presentan los resultados por triplicado del acoplamiento
molecular de PPARYy con los compuestos (JCS 1-12) en MOE. En rojo se sefalan

los mejores scores de cada serie y de cada programa respectivamente.

Tabla 11. Resultados del acoplamiento molecular sobre PPARy

Docking Docking | Docking

Compuesto 1 2 3 Scoring
(kcal/imol) (kcal/mol) | (kcal/mol)

JCS-1 -7.5 -7.88 -7.65 +0.20
JCS-2 -7.85 -7.05 -7.95 -7.62 +0.49 12
JCS-3 -7.88 -8.2 -8.42 -8.17 +0.27 5
JCS-4 -8.64 -9.04 -8.99 -8.89 +0.22 2
JCS-5 -8.03 -7.86 -7.69 -7.86 +0.17 10
JCS-6 -8.06 -7.9 -7.67 -7.88 +0.20 9
JCS-7 -8.01 -8.27 -8.4 -8.23 +0.20 4
JCS-8 -8.47 -7.76 -7.57 -7.93 +0.47 7
JCS-9 -8.78 -8.79 -8.86 -8.81 +0.04 3
-8.75 -9.14 -8.92 -8.94 +0.20 1
-8.13 -8.08 -8.05 -8.09 +0.04 6
-7.79 -7.93 -8.03 -7.92 +0.12 8

Acoplamiento de los compuestos JCS1-12 sobre PPARY, sefialando en casillas rojas a los candidatos con
mejores scores siendo JCS4, JCS9 y JCS10.
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En el Esquema 48, podemos apreciar los resultados del acoplamiento molecular
en el programa MOE del compuesto JCS-4 que obtuvo el mejor score de la serie
de los barbituratos acoplado a PPARYy. Se pueden visualizar algunas interacciones
polares con los residuos de aminoacidos His323 y GIn286. Ademas, se observan
interacciones en la region auxoférica del receptor con Met346 Arg288 y Ser342,
esta ultima descrita en la literatura como una caracteristica de agonistas parciales

de PPARY.105
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Esquema 49. Acoplamiento de JCS-4 con PPARYy (visualizacion en 2D y 3D)

Por otro lado, en el Esquema 49, podemos apreciar los resultados del
acoplamiento molecular en el programa MOE del compuesto JCS-10 que obtuvo
el mejor score de la serie de las hidantoinas acoplado a PPARYy. Se visualizan

algunas interacciones polares con los residuos de aminoacidos His449 y His323.
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Esquema 50.Acop/amiem;b de JCS-10 con PPARy (visualizacion en 2D y 3D)
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Nuevamente, se observan interacciones en la region auxoférica del receptor con
Ser342 y Arg288, tomando en cuenta que la estructura de la region hidrofébica es

exactamente la misma que posee JCS-4.

En la Tabla 12, se presentan los resultados por triplicado del acoplamiento
molecular de GPR40 con los compuestos (JCS 1-12) en MOE. En rojo se sefalan

los mejores scores de cada serie y de cada programa respectivamente.

Tabla 12. Resultados del acoplamiento molecular sobre GPR40

Docking 1 Docking 2 Docking 3

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

-7.55 -7.49 -7.55 -7.53 +0.03 10
-7.64 -7.64 -7.63 -7.64 +0.01 9
-8.2 -7.66 -8.19 -8.02 +0.31 7
-7.89 -7.9 -7.9 -7.90 +0.01 8
-8.17 -8.11 -8.13 -8.14 +0.03 5
-8.08 -8.13 -7.96 -8.06 +0.09 6
-8.4 -8.4 -7.97 -8.26 +0.25 4
-8.6 -8.25 -8.25 -8.37+0.20 3
-8.59 -8.66 -8.24 -8.50 +0.23 2
-8.53 -8.5 -8.53 -8.52 +0.02 1
-7.33 -71.22 -7.26 -7.27 +0.06 11
-7.16 -7.32 -7.28 -7.25 +0.08 12

Acoplamiento de los compuestos JCS1-12 sobre GPR40, sefialando en casillas rojas a los candidatos con
mejores scores siendo JCS8 y nuevamente como en PPARYy destacan JCS9 y JCS10.

De acuerdo con los resultados del acoplamiento sobre GPR40, en el Esquema 50
podemos apreciar al compuesto JCS-10 del grupo de las hidantoinas, el cual
resultd prometedor tanto para este receptor como para PPARy. Se observan

interacciones con los residuos de Arg2268, Tyr 2240, Argl83 y Asn2244.
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Esquema 51. Acoplamiento de JCS-10 con GPR40 (visualizacién en 2D y 3D)

Otro de los compuestos que resultaron poseer las mejores energias de union

sobre GPR40 fue el JCS-9, el cual conserva interacciones con los residuos de

aminoacidos Tyr91, Arg2268, Tyr2240, Argl83 y Asn2244 como principales, asi

como interacciones en la region hidrofébica con Phel42, las cuales podemos

apreciar en ambas dimensiones en la Esquema 51.
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Esquema 52. Acoplamiento de JCS-9 con GPR40 (visualizacion en 2D y 3D)

Analisis en de permeabilidad en el servidor PerMM

El servidor web PerMM implementa el método computacional basado en la fisica
para la evaluacion rapida de permeabilidad pasiva de moléculas similares a
farmacos de diferente tamafio y andamiaje a través de membranas artificiales y
naturales. El servidor PerMM se basa en calculos a nivel de la traslocacion
membranal de bicapas lipidicas de DOPC (dioleifosfatidilcolina), este calcula los
coeficientes de permeabilidad intrinseca (a un pH especifico) de moléculas

neutras y ionizables y permite la visualizacion del movimiento permeante.

El coeficiente de permeabilidad se calcula para una molécula monomérica que se
supone completamente soluble en agua. En este servidor se colocaron archivos
en formato (.pdb) de cada molécula con energias minimizadas, teniendo en cuenta
pardmetros fisiolégicos como la temperatura y pH para simular un ambiente

corporal.

PerMM calcula las energias de enlace de la membrana (AG bind) y los perfiles de
energia de transferencia (AG transf(z)) de los compuestos permeantes en las

membranas, ademas obtiene sus posiciones espaciales y conformaciones optimas

Tabla 13.Resultados de scoring de union a membrana y coeficientes de permeabilidad de los
compuestos JCS 1-12 en el servidor PerMM

Compuesto (E} Kcal/mol PeLrt;ﬁM
JCS-1 15 -3.99 -6.91
JCS-2 16 -5.44 -4.77
JCs-3 16 -5.91 -4.61
JCS5-4 16 -3.66 -6.43
Jcs-5 16 -0.09 -9.90
JCS-6 16 -2.52 -7.76
JCS-7 18 -4.14 -5.28
€S-8 18 -4.80 -3.76
JCS-9 18 -6.24 -3.05
JC5-10 16 367 7.68
Jes-11 15 -0.43 -8.09
JCs-12 18 -2.69 -6.18 96

TAK-875 15 -6.18 1.20



durante el movimiento de rotacion y traslacion a lo largo de la membrana. El
estado de un permeante en la membrana se define como su conformacion y la
posicion espacial en la membrana con la menor energia de transferencia.®’ Es asi
como se obtuvieron los siguientes resultados que se muestran en la Tabla 13 en
donde se aprecian las mejores energias de unibn a membrana que se obtienen al
analizar el perfil de permeacion de cada molécula de la serie JCS1-12. Asimismo,
el servidor calcul6 un coeficiente de permeabilidad Log P que correlaciona con los

datos de permeabilidad y las propiedades fisicoquimicas de cada molécula.

En la Tabla 13 se representan en casillas rojas los compuestos con las mejores
energias de afinidad en la membrana, donde destacamos al compuesto JCS-9 el

cual mantiene una energia de -6.24 incluso mejor que TAK-875.

En el Esquema 52, es posible apreciar una visualizacién en 3D de la traslocacion
del compuesto JCS-9 del grupo de las hidantoinas en donde se encuentra
orientado hacia la parte lipofilica (exterior de la célula), siendo la cabeza éacida la
cual interactla con las cargas de los fosfolipidos. Asimismo, podemos apreciar su
diagrama energético, donde se aprecia que a una distancia aproximada de 18

angstroms (A) el compuesto tiene mayor afinidad.

Energia

-30 -15 0 15 30

Esquema 53. Representacion 3D de la unidn de JCS-9 en la membrana, asi como diagrama
energético de permeabilidad.
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Por otro lado, en el Esquema 53, se representa en 3D la orientacién que tiene el
barbiturato JCS-3, otro de los compuestos con mejores energias de uniéon en la
membrana y a 16 A de distancia como se aprecia en el diagrama energético. La
membrana mide alrededor de 30 A, es posible apreciar que la parte acida de JCS-

2 es afin a la region polar de los fosfolipidos por la orientacion que tienen.

pos

PN
Energia

11]/)

Z(A)

Esquema 54. Representacion 3D de la union de JCS-3 en la membrana, asi como diagrama
energético de permeabilidad.

Otro de los compuestos que destacan en ser afines a la membrana es el JCS-2 el
cual presenta también una orientacién similar al JCS-3 ambos de tipo barbituratos,
de igual forma se analiz6 que la distancia es la misma, correspondiente a 16 A

como se puede apreciar en el siguiente Esquema 54.
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Energia
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&

Esquema 55. Representacion 3D de la unidn de JCS-2 en la membrana, asi como diagrama
energético de permeabilidad.
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De manera generalizada podemos observar que la mayoria de los compuestos
mantienen perfiles similares que son posible comparar con distancias muy

cercanas entre si.

El compuesto JCS 5 de la serie B, asi como el JCS 11 de la serie H difieren un
poco en sus diagramas energéticos relacionados a la permeabilidad, esto se
discute debido a que entre ellos poseen en su estructura sustituyentes de tipo
morfolinas y piperidinas las cuales a pH fisiolégico también poseen cargas al tener
nitrégenos basicos, por lo cual podrian estar contribuyendo a otro tipo de
interacciones. En el Esquema 55 podemos apreciar su orientacion en 3D,

correspondiente a lo anteriormente explicado.

Esquema 56. Representacion 3D de la union de JCS-5 y JCS-11 en la membrana.

99



Anélisis de Consenso Farmacoldgico

En la Tabla 14, se retnen todos los calculos que se realizaron elaborando asi un

andlisis de consenso farmacologico in silico. Este analisis contempla la evaluacion

de propiedades farmacodinamicas, algunas propiedades farmacocinéticas, asi

como la biosimulacion predictiva de propiedades toxicologicas y fisicoquimicas

relacionadas a los perfiles biofarmacéuticos.

Para la eleccidon o discriminacion de los candidatos computacionales se tomé en

cuenta también, las actividades bioldgicas a nivel in vivo que han mostrado

moléculas disefiadas en el grupo de investigacion (Esquema 56).

% Variacién de glucemia

% variacion de glucemia

-50+

50

== THA-1 {100 mglkg)

=&~ Glibenclamida (5 mg/kg)
=¥= Pioglitazona (30 mg/kg)
-8~ Vehiculo (Tween 80 10%)

o

Tiempo (h)

=& Control

=¥~ Glibenclamida 20 mg/kg

@/@A/@/\ﬁx

- THA-4

T T T 1
2 4 6 8

Tiempe (h)

% Variacién de gl

% Variacion de glucemia

=+ JMM-3 100 mg/kg
~ Glibenclamida 20 mgiKg

&= Vehiculo

Tiempo (h)

-~ Tween 80 (10%)
-8 Glibenclamida (3 ma/kg)
~¥- ACB-92 (100 mgikg)

Esquema 57.Moléculas experimentales a nivel in vivo que han tenido actividad biolégica y poseen el
bifenilcarbonitrilo como sustituyente.
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Tabla 14. Andlisis de Consenso Farmacoldgico.

SERIE DE BARBITURATOS SERIE DE HIDANTOINAS
Propiedad JCs-1 Jcs-2 JCs-3 Jcs-4 JCs-5 JCS-6 JCs-7 JCs-8 JCs-9 JCs-10  JCS-11 Jcs-12

armacodinamia

Acoplamiento
Act./Int.

Farmacocinética

HIA
P Gp

Metabolismo

L oes L L | |

Toxicidad

hERG
AMES
Carcinogénesis
OECD/DLso

Propiedades Biofarmacéuticas
Fisicoquimica

Actividades Q»\Js 7 3
Farmacoldgicas @/@A @'@,\ " ”@&Q @,@\/@ i&
previas (in vivo) ACE-3 JMM-3 SHF-1 THA-I THAS

| Analisis I °‘ 3° I I 2°| 5°| I 4° - | | |
Ny N Ay ST o ¢ NH 5 H
P A SR ey

N s ‘( o N‘l!t
JC3 JIs-2 JIS-% 1055 JIS-7

A partir de dicho andlisis de consenso farmacoldgico se seleccionaron como
mejores candidatos computacionales a prioridad de sintesis y experimentacion los
compuestos JCS-1, JCS-4 y JCS-2.
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Parte Quimica

Se realiz6 la sintesis de 10 compuestos finales en total y 6 compuestos
precursores. A continuacion, se describe el proceso de sintesis de cada uno de

ellos.
Sintesis de compuestos precursores

Sintesis del compuesto 3-metoxi-4-(quinolin-2-il-metoxi)benzaldehido

Para la obtencion del precursor JCS-13, se disolvié vainillina (19) en acetonitrilo
utilizando un agitador magnético para hacer una mezcla homogénea, seguido de
esto se agreg6 carbonato de potasio y se mantuvo en temperatura alrededor de
45°C durante 30-45min para la formacion del fendxido. Transcurrido este tiempo
se agrego la 2-clorometilquinolina (20) formando una solucidn color blanca. Esta
reaccion se mantuvo tapada con aluminio y bajo condiciones de atmdsfera de Nz y
reflujo constante en bafio de agua. La reaccion se monitore6 utilizando
cromatografia en capa fina hasta su término (14h). El producto JCS-13 resultante
es un polvo color gris, el cual se requirié de ser purificado utilizando Cromatografia
en Columna tipo Flash, obteniendo asi un polvo mas claro color beige (Esquema
57) y reduciendo el rendimiento a 52%. El punto de fusion para este precursor fue
108.3-109.9°C.

2 H
K,CO
X H 2 3 (0]
22 &q LN 0
~ + HO g
N CHLCN
°<
20 19 Jcs-13

Esquema 58. Sintesis del compuesto precursor JCS-13

Sintesis del compuesto 3-metoxi-4-(naftalen-1-ilmetoxi)benzaldehido

Para la obtencion del compuesto precursor JCS-14, se disolvio vainillina (19) en
acetonitrilo utilizando un agitador magnético para hacer una mezcla homogénea,
después se agregd carbonato de potasio y se mantuvo a una temperatura

alrededor de 45°C durante 30-45min para la formacion del fendxido. Transcurrido
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este tiempo se agregd al 2-clorometilnaftaleno (21) formando una solucion color
blanca. Esta reaccion se mantuvo tapada con aluminio y bajo condiciones de
atmosfera de Nz y reflujo constante en bafio de agua a 60°C. La reaccion se
monitored utilizando cromatografia en capa fina hasta su término (12h). El
producto JCS-14 resultante es un polvo color blanco, el cual posee un punto de

fusidon de 98.5-99.8°C (Esquema 58) con un rendimiento de reaccion del 95%.

Sintesis del compuesto 4-([1,1’-bifenil]-3-ilmetoxi)-3-metoxibenzaldehido

o

(o]
K,CO, H
H 22 eq
+ L °
CH,CN
O HO /O
o]

2 19 Jcs-14

Esquema 59.Sintesis del compuesto precursor JCS-14

La obtencion del precursor JCS-15 consistié en disolver la materia prima vainillina
(19) en acetonitrilo utilizando un agitador magnético para hacer una mezcla
homogénea. Asimismo, se agreg6 carbonato de potasio y se mantuvo a una
temperatura alrededor de 45°C durante 30-45min para la formacion del fenodxido.
después este tiempo se agreg6 al 3-(bromometil)-1,1’-bifenilo (22) formando una
solucién color blanca. Esta reaccibn se mantuvo tapada con aluminio y bajo
condiciones de atmésfera de N2y reflujo constante en bafio de agua a 60°C. La
reaccion se estuvo monitoreando, usando cromatografia en capa fina hasta su

término (9h). El compuesto JCS-15 resultd en un polvo color blanco, el cual posee

(0)
K,CO, ; J
22 e
O H
‘\‘/\ /Q)L s 0 !

19 JCS-15

Esquema 60. Sintesis del compuesto precursor JCS-15
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un punto de fusién de 84.1-85.4°C (Esquema 59) con un rendimiento de reaccion
del 64%.

Sintesis de 4’-((4-formil-2-metoxifenoxi)metil)-[1,1’-bifenil]-2-carbonitrilo

Para la obtencion del precursor JCS-16, se disolvié vainillina (19) en acetonitrilo
como disolvente utilizando a su vez un agitador magnético para hacer una mezcla
homogénea, después se agregld carbonato de potasio y la temperatura se
mantuvo en 45°C durante 30-45min para la formacion del fenéxido (Esquema 60).
Seguido de esto se agrego el 4’-(bromometil)-[1,1’-bifenil]-2-carbonitrilo (23)
formando una solucion color blanca. Esta reacciébn se mantuvo tapada con
aluminio y bajo condiciones de atmosfera de N2y reflujo constante en bafio de
agua. La reaccidon se monitore6 utilizando cromatografia en capa fina hasta su
término (8 h). El producto JCS-16 resultante es un polvo fino de color blanco con
un rendimiento alto de 93%. El punto de fusién para este precursor fue 161.0-
162.3°C.

K,CO,
22 eq CN
CH,CN O

JCS-16

Esquema 61. Sintesis del compuesto precursor JCS-16

Sintesis del compuesto 3-metoxi-4-(2-morfolinetoxi)benzaldehido

Para la obtencién del precursor JCS-17 (Esquema 61), se disolvid vainillina (19)
en acetonitrilo utilizando un agitador magnético para hacer una mezcla
homogénea, seguido de esto se agregd carbonato de potasio y se mantuvo en
temperatura alrededor de 45°C durante 30-45min para la formacion del fenoxido.
Transcurrido este tiempo se agregdé 1.5 equivalentes de 4-(2-cloroetil)morfolina
(24) formando una solucién color blanca. Esta reaccion se mantuvo tapada con
aluminio y bajo condiciones de atmosfera de N2y reflujo constante en bafo de

agua. La reaccion se monitored utilizando cromatografia en capa fina hasta su
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término (18h). El producto JCS-17 resultante es un polvo color beige. Para su
purificacion se llevé a cabo un ajuste de pH basico después de rotaevaporar hasta
dejar 1/3 del disolvente. Para llevar a cabo una extraccion con acetato de etilo, se
utiliz6 como fase acuosa una solucion saturada de Na2COs. El acetato de etilo se
rotaevaporo a sequedad obteniendo un solido color blanco con un rendimiento del

84%. Este precursor obtuvo un punto de fusion 268.7-269.9°C.

(o) o)
o
/ﬁN\/\ + - 5 "
¢ - K/N\/\o
15 eq S CHCN o
24 19 JCS-17

Esquema 63.Sintesis del compuesto precursor JCS-17

Optimizacion de la Sintesis de 3-metoxi-4-(2-morfolinetoxi)benzaldehido

El compuesto JCS 17 también se sintetiz6 con otra metodologia, debido a los
problemas que se tenia con el calentamiento convencional. La nueva metodologia
se llevé a cabo utilizando el reactor Monowave Anton Paar de temperatura y

presién controlada.

—_— N
SN0
O CH.CN :
24 19
Antes Despues el
15 eq leq

70:30
Hex:AcEY

1 NH,OH
a) JCS-17
“ | b) Vainillina

Método
20 min
10 °C

Esquema 64.Sintesis del compuesto precursor JCS 17 utilizando el reactor Monowave
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Las condiciones iniciales se mantuvieron, Unicamente se modifico la temperatura a
110°C con 2 ciclos de 10 min ocupando un calentamiento AFAP (As Fast As
Possible), obteniendo el producto precursor JCS 17 en 20 minutos, modificando
un poco la caracteristica fisica ya que esta vez el sélido tenia una apariencia rosa
pastel como se muestra en el Esquema 62 y punto de fusidon en un rango entre

268.7-269.9°C. No obstante, el rendimiento disminuyd un poco hasta 62%.

Sintesis del compuesto 3-metoxi-4-(2-(piperidin-1-il)etoxi)benzaldehido

Para la obtencion del precursor JCS-18, se disolvié vainillina (19) en acetonitrilo
utilizando agitacion para hacer una mezcla homogénea, seguido de esto se
agrego carbonato de potasio y se mantuvo en temperatura alrededor de 45°C
durante 30-45min para la formacién del fenoxido (Esquema 63). Transcurrido este
tiempo se agregd la 1-(2-cloroetil)piperidina (25) formando una solucién color
blanca. Esta reaccién se mantuvo tapada con aluminio y bajo condiciones de
atmosfera de N2 y reflujo constante en bafio de agua. La reaccion se monitored
utilizando cromatografia en capa fina hasta su término (16h). El producto JCS-18
resultante es un polvo color blanco. El compuesto JCS-18 al igual que el JCS17
también presentd propiedades de solubilidad similares al carbonato de potasio, por
lo cual se traté se la misma manera a la hora de su purificacion haciendo una
extraccion con AcOEt y una solucién de agua saturada con Na2COs. El acetato de
etilo se rotaevapor6 a sequedad obteniendo un sélido color blanco con un

rendimiento del 73%. Este precursor obtuvo un punto de fusibn mayor a 280°C.

(o)
K2C03
+ H 26q R QI
NN o CH,CN ] ~"o
O o

2 9 Jcs-18

Esquema 65. Sintesis del compuesto precursor JCS-18
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Optimizacion de la sintesis de 3-metoxi-4-(2-(piperidin-lil)etoxi)benzaldehido
Debido a las complicaciones que se tenian en los tiempos de reaccion, asi como

el compuesto JCS-17, el precursor JCS-18 también presentaba caracteristicas
similares al momento de su sintesis. Este compuesto también se decidié obtener

por medio del reactor Monowave Anton Paar de temperaturas y presiones
controladas. La metodologia se mantuvo sin cambio, Unicamente se modificé la
temperatura a 120°C con 2 ciclos de 5 min ocupando un calentamiento AFAP (As
Fast As Possible), obteniendo el producto precursor JCS 18 en 10 minutos,
modificando un poco la caracteristica fisica ya que esta vez el precursor seguia
siendo blanco pero el disolvente se tornaba amarillento como se observa en el
Esquema 64. Obteniendo un 58% de rendimiento en la reaccion. Esto puede
deberse porque las cantidades que se colocan en los viales del equipo son muy
pequefias y a la hora de rotaevaporar para purificar se va disminuyendo el

rendimiento al tener que trasvasar a otros recipientes como los matraces bola.

H KGO, !
25 q \/\O
HO'
CH,CN A°
°<
25 19 Jcs-18

. {

¥ | 70:30 a) JCS-18
,_ HewAcEt ) Vainillina
ls) 1 NH,OH

Esquema 66. Sintesis del compuesto precursor JCS 18 utilizando el reactor Monowave
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En la siguiente Tabla 15 se aprecian las caracteristicas fisicoquimicas de cada

uno de los compuestos precursores JCS 13-18 posterior a su sintesis.

Tabla 15. Propiedades fisicoquimicas de los precursores JCS 13-18

Tiempo de - o Estado Fisico Punto de
- Condiciones Rendimiento - o
Compuesto (g/mol) reaccion de Reaccion %) Sélido Fusién
(h) (polvo) °C)

| Jcsas | 318 | 9 | refujo | 64 |  blanco | 841854
| Jcs16 | 343 | 8 | refjo | 93 |  blanco | 161.0-1623 |

_
JCS-17 265

268.7-269.9

g B
>280

Sintesis de compuestos finales de la serie B

Sintesis del compuesto 5-(3-metoxi-4-(quinolin-2-
ilmetoxi)benciliden)pirimidin-2,4,6-(1H,3H,5H)-triona

Para la obtencion del compuesto final JCS-1 (Esquema 65), se disolvio el
precursor JCS-13 en tolueno, junto con &cido benzéico (30% mol) y acido
barbitdrico (1.1 eq), dejandolos en agitacién a temperatura de 60°C durante 20
minutos. Transcurrido este tiempo se afiadié gota a gota la piperidina (30% mol).
Se colocd un sistema a reflujo acoplado a una trampa Dean-Stark para la
remocién del agua que generd la reaccién, la cual duré 10 horas. Al término de la
reaccion se obtuvo un polvo color amarillo mostaza con un rendimiento de

reaccion de 90% y un punto de fusion en un rango de pureza de 187.9-189.2°C.
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H o N o ©)LUH = r
J o \f 0.3 eq N (0] O "N"~0
| L - U XN

_N _0 Tolueno _
(o]
JCs-13 i Jes-
0.3 eq
Esquema 67. Sintesis del compuesto final JCS-1
Sintesis del compuesto 5-(3-metoxi-4-(naftalen-1-

ilmetoxi)benciliden)pirimidin-2,4,6-(1H,3H,5H)-triona

Para la obtencion del compuesto final JCS-2 (Esquema 66), se disolvio el
precursor JCS-14 en tolueno, junto con &cido benzodico (30% mol) y &cido
barbitdrico, dejandolos en agitacién a temperatura de 60°C durante 20 minutos.
Transcurrido este tiempo se afadié a la piperidina (30% mol). Se implement6 un
sistema a reflujo acoplado a una trampa Dean-Stark para la remocién del agua
gue genero la reaccion, la cual duré 9 horas. Al término de la reaccion se obtuvo
un polvo color amarillo mostaza con un rendimiento de reaccion de 90% y un
punto de fusion entre 202.3-204.2°C.

O (o}

o)
oH Y NH
H ) ©)\ &
(0] > NYO Tolueno O © 0 H ©
O (o) + NH > 0 -0
-
S ; ()

JCS-14 N

Esquema 68. Sintesis del compuesto final JCS-2

Sintesis del compuesto 5-(4-([1,1’-bifenil]-3ilmetoxi)-3-metoxibenciliden)
pirimidin-2,4,6-(1H,3H,5H)-triona

Para la obtencion del compuesto final JCS-3 (Esquema 67), se disolvio el
precursor JCS-15 en tolueno, junto con &cido benzéico (30% mol) y acido
barbittrico, dejandolos en agitacién a temperatura de 60°C durante 20 minutos.
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Transcurrido este tiempo se afiadié a la piperidina (30% mol). Se implementd un
sistema a reflujo acoplado a una trampa Dean-Stark para la remocién del agua
qgue generd la reaccion, la cual dur6 10 horas. Al término de la reaccion se obtuvo
un polvo color amarillo canario con un rendimiento de reaccion de 83% y un punto

de fusién caracteristico de pureza 173.2-175.4°C.

o]

0
A /@)'LH o HYO qL Q ijjnn
o5 U L a0
y P!
’ @ JCS-3

Esquema 69. Sintesis del compuesto final JCS-3

JCS-15

Sintesis del compuesto 4’-((2-metoxi-4-((2,4,6-trioxotetrahidropirimidin-5(2H)-
iliden)metil)fenoxi)metil-[1,1’-bifenil]-2-carbonitrilo

En la Esquema 68 se representa la obtencion del compuesto final JCS-4. El
precursor JCS-16 se disolvio en tolueno, junto con acido benzodico (30% mol) y
acido barbittrico. Se mantuvo en agitacion constante a una temperatura de 60°C
por 20 minutos. Después de este tiempo se afiadié gota a gota la piperidina (30%
mol). Asimismo, se implementd un sistema a reflujo acoplado a una trampa Dean-
Stark para la remocién del agua que produjo la reaccion, tardando 7 horas. Al
término de la reaccion se obtuvo un polvo color amarillo intenso con un

rendimiento de reaccion de 79% y un punto de fusién entre 239.9-240°C.
0

0 o
<X NH
H H OH 4&
o N o)
CN o n \F CN O (0] ) 0 H 0]
O o) NH Tolueno O -
® I O
N

JCS-4
JCS-16

Esquema 70.Sintesis del compuesto final JCS-4
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Sintesis del compuesto 5-(3-metoxi-4-(-2-morfolinetoxi)benciliden)pirimidin-
2,4,6-(1H,3H,5H)-triona

El precursor JCS-17 se puso en agitacion utilizando tolueno como disolvente, junto
con &cido benzdico (60% mol) y 1.5 eq de acido barbitlrico. Se mantuvo en
agitacion constante a una temperatura de 60°C por 20 minutos. Después de este
tiempo se afadié gota a gota la piperidina (30% mol). Asimismo, se implemento un
sistema a reflujo acoplado a una trampa Dean-Stark para la remocién del agua
que produjo la reaccion, tardando aproximadamente 17 horas. Al término de la

reaccion se obtuvo un polvo color beige palido con un rendimiento de reaccién de

68% y un punto de fusién entre 218.3-221.8°C (Esquema 69).

O/\l O H 0, HYO (j)LOH o
(A N Tm Z i @?*): y
BN

JCS-17

v

0.3eq

Esquema 71.Sintesis del compuesto final JCS-5

Sintesis de compuestos finales de la serie H

Sintesis del compuesto (2)-5-(3-metoxi-4-(quinolin-2-
ilmetoxi)benzyliden)imidazolidin-2,4-diona

Se coloc6d la cantidad exacta de precursor obtenido JCS-13 previamente
purificada. Este se disolvio en tolueno y se mantuvo bajo agitacion magnética
durante 20 minutos a 60 °C, usando acido benzoico (60% mol) e Hidantoina como
se muestra en el Esquema 70). Se afiadié gota a gota piperidina al 60% mol y se
aumento la temperatura hasta llevar a reflujo, utilizando la trampa de Dean-Stark
para la remocion de agua, subproducto de la reaccion. Esta tuvo un tiempo
aproximado de 12 h. El producto final dio un sélido color amarillo como se aprecia
en la Tabla 16 con punto de fusion de 245.1-247 °C caracteristico de pureza con
rendimiento del 62% al tratarlo con un repulpe, esto debido a su limitada

solubilidad.
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JCS-13 2 eq JCS-7

Esquema 72. Sintesis del compuesto final JCS-7

Sintesis del compuesto (Z2)-5-(3-metoxi-4-(naftalen-1-ilmetoxi)benciliden)
imidazolidin-2,4-diona

El precursor JCS-14 se disolvié en tolueno como disolvente y se mantuvo bajo
agitacibn magnética, junto con acido benzadico (60% mol) e hidantoina (Esquema
71). Se mantuvo en agitacién constante a una temperatura de 60°C por 20 min.
Después de este tiempo se afiadié gota a gota la piperidina (60% mol). Asimismo,
se implementd un sistema a reflujo acoplado a una trampa Dean-Stark para la
remocién del agua que produjo la reaccion, tardando aproximadamente 15 h. El
producto dio un sdlido color amarillo palido como se aprecia en la Tabla 16 con
punto de fusién de 233.1-235.2°C caracteristico de pureza y con rendimientos del

66% al lavar con repulpe, debido a su limitada solubilidad.
ot °
H o oH \ NH
G O/QA HN&H 0.6 Bq O HN*
o X T @A

JCs-14 2 eq JCs-8

056 eq

Esquema 73. Sintesis del compuesto final JCS-8
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Sintesis del compuesto (2)-5-(4-([1,1’-bifenil]-3-ilmetoxi)-3-metoxibenciliden)
imidazolidin-2,4,-diona
Se coloco una cantidad exacta de precursor JCS-15 y se puso en agitacion

utilizando tolueno como disolvente, junto con acido benzéico (60% mol) e
hidantoina como reactivo en exceso (Esquema 72). Todo esto se mantuvo en
constante agitacion a una temperatura de 60°C durante 20 min. Después de este
tiempo se afiadio gota a gota la piperidina (60% mol). Se implementé un sistema a
reflujo acoplado a una trampa Dean-Stark para la remocion del agua que produjo
la reaccion, tardando aproximadamente 12 h. Al término de la reaccion se llevo a
cabo un repulpe con metanol para eliminar impurezas y subproductos de la
reaccion. Se obtuvo un soélido de color amarillo palido con puntos de fusion entre

238.9-241.2 °C caracteristicos de pureza. El rendimiento de reaccién fue de 84%.

(0] o
H ””J( os Y NH
+ NH €q HN*
0 Tolueno 0
/0 o

2 eq

N 06 eq
3CS-15 JCs-9

Esquema 74.Sintesis del compuesto final JCS-9

Sintesis del compuesto (2)-4’-((2,5-dioxoimidazolidin-4-iliden)metil)-2-
metoxifenoxi) metil)-[1,1’-bifenil]-2-carbonitrilo

Se coloc6 una cantidad exacta de precursor JCS-16 (Esquema 73) que ya se
tenia sintetizado previamente y se puso en agitacién utilizando tolueno como
disolvente, junto con acido benzoico (60% mol) e hidantoina como reactivo en
exceso. Todo esto se mantuvo en constante agitacion a una temperatura de 60°C
por 20 minutos. Después de este tiempo se afiadio gota a gota la piperidina (60%
mol). Asimismo, se implementé un sistema a reflujo acoplado a una trampa Dean-
Stark para la remocion del agua que produjo la reaccion, tardando
aproximadamente 16 horas. Al término de la reaccion se llevo a cabo un repulpe

con metanol para eliminar ciertas impurezas o subproductos de la reaccion. Se
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obtuvo un sélido de color amarillo palido con puntos de fusion entre 226.1-228°C

caracteristicos de pureza. El rendimiento de reaccion resultd de 76%.

o o o

(o]
H C's ;
NH

CN 0/©)L + HN#NH 0.6 eq . CN o HN~«

o7 a o UL
o

v

2
JCs-16 “ 06 eq 3CS-10

Esquema 75.Sintesis del compuesto final JCS-10

Sintesis del compuesto (2)-5-(3-metoxi-4-(2-
morpholinoetoxi)benciliden)imidazolidin-2,4-diona

Se coloc6é una cantidad exacta de precursor JCS-17 y se puso en agitacion
utilizando tolueno como disolvente, se agregd acido benzodico (60% mol) e
hidantoina como reactivo en exceso utilizando 2 equivalentes de esta como se
muestra en el Esquema 74. Todo esto se mantuvo en constante agitacion a una
temperatura de 60°C durante 20 min. Después de este tiempo se afiadié gota a
gota la piperidina (60% mol). Se utilizé un sistema a reflujo acoplado a una trampa
Dean-Stark para la remocién del agua que produjo la reaccién, tardando
aproximadamente 10 h. Al término de la reaccion se llevo a cabo un repulpe con
metanol por duplicado para eliminar impurezas y subproductos de la reaccion. Se
obtuvo un sélido de color amarillo palido con puntos de fusién entre 237.3-238.9°C

caracteristicos de pureza. El rendimiento de reaccion fue de 84%.

o

0 0 ©)J\OH 0
O/ﬁ H HNJ( 06eq. 0™ X NH
k/“\/\o + I\\< K,N\/\O HN\%1
(o] N /0

H 06 eq
Jes-17 2 eq JCS-11

Esquema 76. Sintesis del compuesto final JCS-11
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Una vez sintetizados los compuestos finales, se establecieron sus principales
caracteristicas fisicoquimicas en la siguiente Tabla 16, para poder continuar con

su caracterizacion.

Tabla 16. Propiedades fisicoquimicas de los compuestos finales.

Tiempo ..
PM de Condiciones Rendimiento

Compuesto L i Estado Fisico Estrutura
reaccion de Reaccion (%)

(h)

(g/mol)

Jes-1 403 10 reflujo 93 T 187.9-1802 g@ﬁl

S -2

JCs-2 402 9 reflujo 90 i 202.3-204.2 M’Q
J

JcsS-3 318 10 reflujo 83 S, 1732-175.4 @%A

= NH
Jcs-4 343 7 reflujo 79 S 2309240 ey @/1)1
s & )
[e]
Jcs-5 375 17 reflujo 68 218.3-221.8 ‘O.wc,@;ﬁi‘o
Jcs-7 375 12 reflujo 64 245.1-247.8 oy At
JCcs-8 374 15 reflujo 66 (

233.1-235.2 Y "%
:

Jcs-9 400 12 reflujo 84 s 238.9-241.2 Q/ﬁ

Jcs-10 399 16 reflujo 76 o 226.1-228 M
O -

JCS-11 347 10 reflujo 65 23732389 U,
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Identificacion y caracterizacion estructural de los compuestos sintetizados.

Caracterizacion del compuesto precursor JCS-13

En el Espectro 1 se presenta la RMN 'H del compuesto precursor JCS-13 donde
se destacan las sefiales principales. Se identificé primeramente la sefial del proton
caracteristico del aldehido, la cual aparece en 9.83 ppm que por su
desplazamiento en frecuencias de campo bajo fue facil asignar. Asimismo, esta
sefal se aprecia como un singulete ya que no acopla con ningun protdn vecino. Se
identificé otra sefial desplazada a 4.0 ppm de tipo singulete que integra para 3
protones por lo cual se asigné a los hidrégenos del metoxilo. Ademas, se asigno al
metileno (posicion 8), la sefial en 5.55 ppm que integra para 2 protones y se
aprecia como un singulete ya que no acopla con protones vecinos. En la Tabla 17,
se visualizan cada una de las sefiales, asi como sus respectivas constantes de

acoplamiento segun sea el caso.

-9.83
8.20
8.19
8.08
7.84
7.75
7.68

-7.56
7.46
7.46
7.37
7.26
7.05

—5.55

—4.00

e e
6

L
H,0
T™S

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

Espectro 1. Espectro de RMN *H del precursor JCS-13
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Tabla 17.Desplazamientos quimicos del compuesto precursor JCS-13

1

POSICION " mul':_,|H, )

CHO 9.87 (s,1H)
1
2 7.45 (d,1H, J_=1.7)
3
4
5 7.05 (d,1H, J =8.22)
6 7.35 (dd,1H, J =7.02, J_=1.75)
7 3.99 (s,3H)
8 5.55 (s,2H)

QUINOLINA

1’ —
2 —
3 8.9(d, 1H, J_=5.38Hz)
4 8.19 (d, 1H, J =4.98 Hz)
Y —
5 7.67 (d, 1H, J =8.5Hz)
6 7.56 (m, 1H, J,=7.8, J_=1.4)
7 7.75 (m, 1H, 1 =7.7,J_=2.5)
g 7.81 (d, 1H, J =8.1)
8 -
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En la Tabla 17 se pueden apreciar constantes de acoplamiento correspondientes
para los protones aromaticos, como para el proton de la posicibn 2 que se

desplaza a 7.45ppm y presenta una J_=1.7 Hz correspondiente al acoplamiento

con el H de la posicion 6. Por otro lado, el H-6 acopla con el H-5 en orto y H-2 en
meta y se desplaza a 7.35ppm apreciandose como un doble de dobles con

J,=7.02 Hz, J_=1.75 Hz. Por otro lado, se observaron sefiales caracteristicas de la

quinolina tales como las de las posiciones 3’y 4’ las cuales mantienen constantes

de acoplamiento J =5.38 Hz y J =4.98 Hz caracteristicas del aza heterociclo por

ser pequenas.

Finalmente, en el Espectro 2 de EM de ionizacién por impacto electronico para el
compuesto JCS-13 se logra observar el ion molecular a pesar de la poca
estabilidad de la estructura a una relacion m/z=293.1. Por otra parte, se logra
observar un pico a m/z=142.2 con una abundancia relativa al 100% que a su vez
representa el pico base, perteneciente a la fragmentacion del anillo de quinolina

gue conecta al espaciador flexible.

lime-—->

Abundance

m/z—>

Scan 55080 (44.036 min): JCS13.D\data.ms
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Espectro 2. Espectro de Masas del precursor JCS-13
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Caracterizacion del compuesto precursor JCS-14

En el espectro 2 se presenta el espectro de RMN 'H del compuesto precursor
JCS-14, donde se destacan las sefiales principales. Se identifico primeramente el
proton caracteristico del aldehido, la cual aparece a frecuencias altas en 9.87
ppm. Asimismo, esta sefial se aprecia como un singulete ya que no acopla con
ningun proton al estar unido al carbonilo. Otra sefial desplazada a 3.80 ppm de
tipo singulete que integra para 3 protones se asigno a los hidrogenos del metoxilo
H-7. La sefial en 5.66 ppm que integra para 2 protones, se asigndé a los
correspondientes a la posiciébn H-8 del metileno, el cual se aprecia como un
singulete ya que no acopla con protones vecinos. En la Tabla 18, se visualizan

cada una de las sefales correspondientes para cada protén.

™~ OO M O o
% R A © %
)] ONININNNDMN N m
| = N A= | |

CHO '

EtOH

DMSO

10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
pmm

Espectro 3. Espectro de RMN de *H del compuesto precursor JCS-14
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Tabla 18..Desplazamientos quimicos del compuesto precursor JCS-14

1
POSICION o, multl_,|H, H)
CHO 9.87 (s,1H)

1 _____

2 7.43 (d,1H, Jn=2.0)
3

4

5 7.47 (d,1H, J,=8.28)
6 7.53 (dd,1H, Jo=7.02, Jn=1.32)
7 3.74 (s,3H)

8 5.66 (s,2H)

NAFTALENO

1’ —_———

> 7.69 (d,1H, J,=6.96)
3 6.60 (d,1H, J;=5.64)
4 7.96 (d,1H, J;=8.28)
&a e

5 7.98 (d,1H, J,=7.38)
6 7.55 (m,2H)

7 7.55 (m,2H)

g 8.09 (d,1H, J,=7.86)
g8a e
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En la Tabla 18 aprecian constantes de acoplamiento correspondientes para los
protones aromaticos, tales como para el proton de la posicidon 2 que se desplaza a

7.43 ppm y presenta una J_=2.0Hz muy parecida al precursor anterior ya que la

estructura se conserva. Por otro lado, el proton 6 que acopla con el H-5 en orto y
H-2 en meta se desplaza a 7.53ppm conserva constantes de acoplamiento

J,=7.02Hz, J_=1.32 Hz. Se observaron sefiales caracteristicas del naftaleno tales

como las de las posiciones 2’, 3', 4, 5’ y 6’ las cuales mantienen constantes de
acoplamiento caracteristicas en orto. En el caso de los protones de las posiciones
6’y 7’ se aprecian traslapadas observandose un multiplete, que integra para 2H ya

gue mantienen acoplamientos con H-5’ y H-8 mutuamente.

Finalmente, en el Espectro 4 de EM de ionizacién por impacto electronico para el
compuesto JCS-14 se logra observar un pico a m/z=264 con una abundancia
relativa casi del 100% muy parecido al pico base a m/z=128 perteneciente a la

fragmentacién del anillo de naftaleno que conecta al espaciador flexible.
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Espectro 4. Espectro de Masas del precursor JCS-14
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Caracterizacion del compuesto precursor JCS-15

En el espectro 5 se presenta la RMN H del compuesto precursor JCS-15. Se
identifico en primer lugar, la sefial caracteristica del proton caracteristico del
aldehido, la cual aparece a frecuencias altas en 9.85 ppm, que como
anteriormente se describe como un singulete ya que no acopla con ningun otro
protdn. Otra sefial desplazada a 3.84 ppm de tipo singulete que integra para 3
protones se asignod a los hidrogenos del metoxilo de la posicion 7. La sefial en
5.30 ppm que integra para 2 protones, se les asign6 a los protones
correspondientes a la posicién 8 del metileno.
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pmm

Espectro 5.Espectro de RMN de *H del compuesto precursor JCS-15

En la Tabla 19, se visualizan cada una de las sefiales correspondientes para cada

proton, asi como sus respectivas constantes.
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Tabla 19.Desplazamientos quimicos del compuesto precursor JCS-15

1

POSICION @ multl-,l . H)
CHO 9.84
1 .....
2 7.43 (s,1H)
3 _____
4
5 7.32 (d,1H, ] =8.52)
6 7.56 (dd,1H, J 6.9, J =0.12)
7 3.84 (s,3H)
8 5.29 (s, 2H)
BIFENILO (ANILLO A)
1’ —
» 7.38 (t,1H, J =6.78)
3 7.48 (m,4H)
& 7.48 (m,4H)
5’ .....
& 7.77 (s,1H)
BIFENILO (ANILLO B)
17
2" 7.66 (m,3H)
3" 7.48 (m,4H)
4" 7.66 (m,3H)
5” 7.48 (m,4H)
6" 7.66 (m,3H)
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En la Tabla 19 podemos seguir visualizando sefales aromaticas caracteristicas de
los espectros pasados tales como la sefal del proton H-6 desplazada a 7.56 ppm
gue se observa como un doble de dobles que integra para 1H con constantes

caracteristicas J,=6.9y J,=0.12.

Por otra parte, se observan otras sefiales caracteristicas del bifenilo. Estas se
encuentran separadas en la tabla para cada uno de los anillos Ay B. Por ejemplo,
se aprecia una sefial de tipo triplete a 7.38 ppm que integra para 1 proton
correspondiente al proton del anillo A que esta a su vez acoplando con H-3’y H-4’.
Se deberia apreciar un doble de dobles, sin embargo, solo se puede cuantificar
una constante tipo orto J,=6.78Hz para el protobn mas cercano esto puede deberse

a que faltd un poco mas de tiempo a la hora de analizar o a la resolucién del

espectro.

Por otra parte, en el espectro de masas, se pudo observar el ion molecular
correspondiente a m/z=318 con una abundancia relativa muy pequefia. En el
Espectro 6 se aprecia también el pico base a m/z=167 perteneciente a la
fragmentacién del anillo de bifenilo con la extension del metileno. Se observa otro
fragmento correspondiente a una ruptura en el grupo metoxi del espaciador
flexible a m/z=151.
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Espectro 6. Espectro de masas del precursor JCS-15
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Caracterizacion del compuesto precursor JCS-16

En el Espectro 7 se presenta la RMN H del compuesto JCS-16 de tipo precursor.
Se identifico en primer lugar, la sefial caracteristica del proton caracteristico del
aldehido, la cual aparece a frecuencias altas en 9.86 ppm, que como
anteriormente se describe como un singulete ya que no acopla con ningun otro
protdén. Otra sefial desplazada a 3.86 ppm de tipo singulete que integra para 3
protones se asignod a los hidrogenos del metoxilo de la posicion 7. La sefial en
5.31 ppm que integra para 2 protones, se les asign6 a los protones
correspondientes a la posicion 8 del metileno.
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Espectro 7.Espectro de RMN de 'H del compuesto precursor JCS-16

A continuacion, en la Tabla 20 se aprecian cada una de las sefales

correspondientes a las posiciones del precursor JCS-16.
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Tabla 20. Desplazamientos quimicos del compuesto precursor JCS-16

1

POSICION @ multl-,l . H)

CHO 9.85 (s,1H)
1 _____
2 7.44 (d,1H, | =1.92)
3
4
5 7.32 (d,1H, J =8.22)
6 7.56 (dd,1H, J =8.4,J =1.98)
7 3.86 (s,3H)
8 5.31 (s,2H)

BIFENILO (ANILLO A)
1’ —
2 7.63 (m,5H)
g 7.63 (m,5H)
4 -
5 7.63 (m,5H)
& 7.63 (m,5H)
BIFENILO (ANILLO B)

1" .....

2" 7.59 (dd,1H, J =7.86, J =2.82)
3” 7.63 (m,5H)

4" 7.80 (t,1H, J =7.45, ) =3.36)
5” 7.97 (d, 1H, J =7.44)

67

N
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En la tabla anterior podemos apreciar sefiales caracteristicas de los protones
aromaticos que conservan todas las estructuras, tales como 2, 5 y 6
correspondientes al anillo de benceno. No obstante, en este precursor JCS-16 se
pueden observar las sefiales caracteristicas del bifenilo que est4 sustituido con un

grupo nitrilo.

Las sefales correspondientes para los protones del anillo A son muy parecidas, se
esperaba observar una sefial para las posiciones 2’ y 6’ asi como para 3’y 5’ ya
que son protones magnéticamente equivalentes. Sin embargo, las sefiales salen
traslapadas formando un multiplete que incluso integra para 5H, uno de ellos
correspondiente a la posicion 3” del anillo B. Se destaca otra sefial caracteristica a

7.59 ppm que aparece como doble de dobles y posee constantes J =7.86Hz y
J.,=2.82Hz que corresponde al proton H-2" que acopla con H-3”, H-4” e incluso H-

5”del anillo B.

Por otra parte, en el Espectro 8 de masas, se pudo observar el ion molecular

correspondiente a m/z=343.1 a pesar de no ser muy estable como se aprecia en

su abundancia. Asimismo, se observa como pico base a m/z=192.1 a la

fragmentaciéon del anillo de bifenilcarbonitrilo con la extension del metileno. Se

observa otro fragmento parecido al que se describe en el Espectro 6, m/z=165.1
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Caracterizacion del compuesto precursor JCS-17

En el Espectro 9 se presenta la RMN 'H del compuesto precursor JCS-17. Se
identifico en primer lugar, la sefial caracteristica del proton del aldehido, la cual
aparece a frecuencias altas en 8.88 ppm, que como anteriormente se describe
como un singulete sin ningun acoplamiento vecino. Otra sefial desplazada a 3.32
ppm de tipo singulete que integra para 3 protones correspondientes al metileno de
la posicion del H-7. La sefial en 4.28 ppm que integra para 2 protones, se le
asigné a los protones correspondientes a la posicion H-8 del etileno distal al
oxigeno. Mientras que al etileno proximal se le asigné la sefal a frecuencias més
bajas. Las sefales caracteristicas para los protones alifaticos del anillo de

morfolina se pudieron identificar de igual forma a campo alto.

-
-
(4]

—8.88

o
Mo
~

\

—4.28

™
=
o~

|

N\ 3.27
—2.21

o~

it

o
N

,3.50

T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
pmm

Espectro 9. Espectro de RMIN de 1H del compuesto precursor JCS-17
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Tabla 21.Desplazamientos quimicos del compuesto precursor JCS-17

1

POSICION @ mul;‘ . H2)
CHO 8.88 (s,1H)
X —
2 7.15 (d,1H, Jn=1.92)
3
a4
5 6.96 (d,1H, J,=8.28)
6 7.32 (dd,1H, J,=9.06, Jn=1.92)
7 3.32 (S,3H)
8 4.28 (t,2H)
9 3.50 (t,2H)
MORFOLINA
T 3.27 (t,4H)
2 2.43 (t,4H)
3 2.43 (t,4H)
4 3.27 (t,4H)
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En la tabla 21 anterior se aprecian los desplazamientos de cada una de ellas,
donde se observo tanto para los protones de las posiciones 2’ y 3’ una sola sefial
a 2.43 ppm, asi como para 1’y 4’ a 3.27 ppm ya que ambos pares de protones

son quimica y magnéticamente equivalentes.

Por otra parte, en el Espectro 10 correspondiente al precursor JCS-17 no fue
posible observar el ion molecular. Sin embargo, se aprecia un fragmento como
pico base con abundancia relativa del 100% a m/z=98.1 [M-167.03]
correspondiente a una posible ruptura heterolitica en la posicién 9 del espaciador
flexible. Se observa también un fragmento m/z=236 correspondiente a una ruptura
homolitica, el fragmento obtenido sufre una ruptura en la posicion 1y correlaciona
a la pérdida del grupo aldehido CHO [M-29].
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Espectro 10. Espectro de masas del precursor JCS-17
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Caracterizacion del compuesto precursor JCS-18
En el Espectro 11 se presenta la RMN 'H del compuesto precursor JCS-18. En

este se identifico en primer lugar, la sefal caracteristica del proton del aldehido, la
cual aparece a frecuencias altas en 9.42 ppm, que como anteriormente se
describe en los espectros, es un singulete. Se observa otra sefial desplazada a
7.72 ppm de tipo singulete que integra para 3 protones correspondientes al anillo
aromatico. No obstante, se discute que este espectro no tuvo el tiempo suficiente
de andlisis y por ello se observa una sola sefial cuando se esperaban 3 de tipo
aromaticas. Las sefiales alifaticas por otra parte se aprecian mejores, en 3.99 ppm
se observa un singulete para 2 protones correspondientes a la posicion H-8 del
etileno distal al oxigeno. Mientras que al etileno proximal se le asigno la sefial a
frecuencias mas bajas 2.15 ppm. La sefial correspondiente al metoxilo se

distingue a 3.30 ppm e integra para 3 protones (Tabla 22).
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Espectro 11. Espectro de RMN de 1H del compuesto precursor JCS-18
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4
5'
7 /0
Tabla 22.Desplazamientos quimicos del compuesto precursor JCS-18
1
POSICION @ mul: . H)
CHO 9.42 (s,1H)
1T
2 7.72 (s,3H)
3
a
5 7.72 (s,3H)
6 7.72 (s,3H)
7 3.30 (s, 3H)
8 3.99 (s,2H)
9 2.15 (t,2H)
PIPERIDINA
1 1.74(m,4H)
2 1.794 (t,6H)
K 1.94 (t,6H)
4 1.94 (t,6H)
S 1.74 (m,4H)
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Las sefiales caracteristicas para los protones alifaticos del anillo de morfolina se
pudieron identificar de igual forma a campo alto. Se observan como multipletes ya
gue en su entorno acoplan con mas de un proton vecino. No obstante, no se
distinguen como tal sus constantes de acoplamiento. Para los protones 1’y 2’ se
observa un multiplete que integra para 4H entre 1.77-1.72ppm. Mientras que para
los protones 2°,3' y 4’ se aprecia otro singulete que integra esta vez para 6H a
1.98-1.92 ppm a pesar de que los protones de la posicién 3’ no son ni quimica ni

magnéticamente equivalentes.

En el Espectro 12 correspondiente al precursor JCS-18 fue posible observar
como pico base correspondiente a un fragmento m/z=152.0 [M-111.15] obtenido
posiblemente por una ruptura de tipo homolitica entre el grupo metoxilo del
espaciador flexible. Se identificaron también otros fragmentos correspondientes a
m/z=81.0 [M-182.12] y m/z=109.0 [M-154.15] que se obtienen mediante patrones

de fragmentacion de la region donde el sustituyente de piperidina se reemplaza.
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Espectro 12.Espectro de masas del precursor JCS-18
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Caracterizacion del compuesto Final JCS-1

En el Espectro 13 se presenta la RMN 'H del compuesto final JCS-1, donde se
observan las sefiales caracteristicas de la molécula. Se observa una sefial que
traslapa, pero se lograron detectar dos desplazamientos independientes que
pertenecen a los protones caracteristicos de las imidas del &cido barbiturico. Estos
aparecen en 10.38 y 10.24 ppm como sefales de tipo singulete. Otra sefial que se
distingue facilmente a 2.79 ppm de tipo singulete, que integra para 3 protones
corresponde a los hidrégenos del metoxilo de la posicién 7. La sefial en 5.02 ppm
que integra para 2 protones y se aprecia como un singulete, corresponde al
metileno. La sefial esperada correspondiente al metino de la posiciébn 9, se
identifico en 7.52 ppm correspondiente a la formacién de doble enlace de tipo

bencilideno.
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Espectro 13. Espectro de RMN de 1H del compuesto final JCS-1
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Por otra parte, en el espectro de *C (Espectro 14), se apreciaron sefiales
correspondientes para JCS-1. Destacamos las principales a 56.04 ppm una sefial
correspondiente al metoxilo de la posicion C-7. Seguido de este a 72.27 ppm se
observa otra sefial que corresponde al metileno de la posicion C-8. Una sefial
caracteristica que esperdbamos ver es la de la formacion del doble enlace
correspondientes a las posiciones C-9 y C-10, estas se identificaron en 151.1 y

119 ppm respectivamente.

Otras sefales esperadas fueron las de los carbonos de los carbonilos del &cido
barbitUrico. Estas se esperaban en frecuencias altas. Se observaron a 168.2 ppm
una sefial correspondiente a la posicion C-12 que es la mas desplazada, asi
también a 148.8 y 147.3 ppm otras dos sefales correspondientes a las posiciones
C-10 y C-13. Esto confirmé que la estructura del compuesto JCS-1 estaba ya
sintetizada y purificada (Tabla 23).
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Espectro 14. Espectro de RMN de 13C del compuesto final JCS-1
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Tabla 23. Desplazamientos quimicos del compuesto final JCS-1

POSICION

1

13

H C

(8, mult, H, Hz) (8)

i - 126.9
2 6.72 (t,1H) 112.2
3 e 145.5
4 - 145.5
5 6.79 (d,1H, Jo=7.56) 113.8
6 7.08 (m, 3H) 128.3
7 2.79 (s, 3H) 56.0
8 5.02 (s, 2H) 72.2
9 7.52 (s, 1H) 151.1
oo e 119.3
11 148.8
12 168.2
3 147.3
NH 1038 (s, 1H) e
NH 1024 (s, 1H) e

QUINOLINA

1’ - oo
» 158.2
3 6.88 (t, 1H) 120.0
& 7.51 (s, 1H) 139.0

4" e e
5 7.08 (m, 3H) 128.9
6 7.08 (m, 3H) 127.63
7 7.38 (ddd, 1H, J =6.9) 130.23
8’ 7.38 (ddd, 1H, J =6.9) 129.7
& 133.9
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Finalmente, en el Espectro 15 se aprecian los fragmentos principales que se
obtuvieron del compuesto final JCS-1. No se aprecia el ion molecular. Sin
embargo, se puede visualizar el pico base, correspondiente al ion tropilio que se
identifica a m/z=91 y es caracteristico en las moléculas que poseen el fragmento
bencilo [CeHe-CH2-R]. A partir de la ionizacion, se forma este fragmento de tipo
cation [CsHs-CH2*] que se reordena en forma de un anillo de 7 miembros, mejor

conocido como ion tropilio [C7H7*], altamente estable.

Por otra parte, se observan otros fragmentos en m/z=148, correspondiente a la
parte de la regidon aromatica que conserva parte del espaciador flexible y el
sustituyente de tipo metoxilo en posicion meta. Otro de los fragmentos que se
identifica facilmente en m/z=118 el cual corresponde al fragmento que se observa
siendo parte del anillo aromatico con un sustituyente metoxi y el CH que conecta

hacia la region acida.
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Espectro 15. Espectro de masas del compuesto JCS-1
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Caracterizacion del compuesto final JCS-2

En el Espectro 16 se presenta la RMN H del compuesto final JCS-2 donde se
observan las sefiales correspondientes. Se observan dos sefales respectivas a
los protones caracteristicos de las imidas del &cido barbitarico, las cuales
aparecen en 10.4 y 10.3 ppm en frecuencias altas (campo bajo). Otra sefial que se
distingue facilmente desplazada a 2.9 ppm de tipo singulete que integra para 3
protones correspondientes a los hidrégenos del metoxilo. La sefal en 4.83 ppm
que integra para 2 protones y se aprecia como un singulete, corresponde al
metileno de la posicién H-8. Asimismo, las sefales aromaticas se conservan como
en los precursores, con sus respectivos acoplamientos, tanto para el anillo de
naftaleno como para el del benceno. La sefial que integra para un proton y
corresponde a la formacion del doble enlace bencilideno de la posicién H-9, se

observé a 7.43ppm.
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Espectro 16. Espectro de RMN de *H del compuesto final JCS-2
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Asimismo, en el Espectro 17, se apreciaron otras sefales correspondientes para
JCS-2. Destacamos las principales a 55.9 ppm un singulete correspondiente al
metoxilo de la posicidn C-7. Seguido de este a 68.9 ppm se observa otra sefial
que corresponde al metileno de la posiciébn C-8. Las sefiales caracteristicas que
esperdbamos ver correspondiente a las posiciones C-9 y C-10, se identificaron en
153.1 y 117.5 ppm respectivamente, esta Ultima menos desplazada que la del
compuesto JCS-1, pero confirma la formacion del doble enlace de tipo

bencilideno.

Otras sefiales esperadas fueron las de los carbonilos del acido barbitdrico. Estas
se esperaban en frecuencias altas y se observan a 164ppm una sefal
correspondiente a la posicién C-12 que es la mas desplazada, asi también a 162.8
y 155.8 ppm otras dos sefiales correspondientes a las posiciones C-10 y C-13.
Esto confirmd que la estructura del compuesto JCS-2 estaba ya sintetizada y
purificada (Tabla 24).

NS INAN@OTOILANNTOANNNTNN D

Too—ruowoIENnNoOoT T onowmin g g ™~ N
TANBLMowmMmANAHAGNMNOOLW T N o o
counNNAImmmmaANNNNNNNA - P L3
R B o TR o R o TR o B o O o R o TR o O o R o R o TR o R o R o O o IR o O o R e O e IO o | [Us] n
SN T et - | |

DMSO

T T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 0 80 70 60 50 40 30 20 10 0
pmm

Espectro 17. Espectro de RMN de *3C del compuesto final JCS-2
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Tabla 24.Desplazamientos quimicos del compuesto final JCS-2

POSICION

1

13

H C
(8, mult, H, Hz) (8)
1 127.0
2 7.57 (d,1H, .Im=2.1) 1129
i = 150.6
e 148.4
5 6.56 (d,1H, J =8.58) 115.9
6 7.08 (dd,1H, J =6.8, J, =2.04) 126.0
7 2.93 (s,3H) 55.9
8 4.84 (s,2H) 68.9
9 7.43 (s,1H) 153.1
10 -—-- 117.5
11 —- 162.7
2 e 164.4
3 155.8
NH 1047 e
NH 1034
NAFTALENO
1 —- 131.8
2 6.85 (d,1H, J =6.96) 127.4
3 6.73 (m,3H) 124.3
4 7.12(d,1H, J =8.34) 128.9
dgf e 133.7
5 7.16 (m,1H, J =.6.78) 129.4
6 6.73(m,3H) 125.8
7 6.73(m,3H) 126.5
8 7.24 (m,1H, J =7.5) 131.6
8& " 132.2
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En el siguiente Espectro 18, se aprecian los fragmentos principales del
compuesto final JCS-2. En donde destacamos a los fragmentos con mayor
abundancia relativa correspondientes en m/z=128 y m/z=263, el primero de ellos
perteneciente al cation del sustituyente naftaleno en la regiobn aromatica, el
segundo fragmento al fragmento que contempla la regién del fragmento

hidrofébico, el espaciador flexible y el anillo aromatico.

Asimismo, se observa en m/z=141 otro fragmento con una menor abundancia
relativa correspondiente al anillo de naftaleno unido al metileno formando ahora un

cation. En este espectro no se aprecié en ion molecular.
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Espectro 18. Espectro de Masas del compuesto final JCS-2
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Caracterizacion del compuesto final JCS-3

En el Espectro 19 se presenta la de RMN 'H del compuesto final JCS-3 donde se
observan las sefiales de los protones caracteristicos. En este caso, se observd
solo una sefal correspondiente a los dos protones de tipo imida del acido
barbitdrico, esta se desplazd en 9.94 ppm y su integral corresponde a H-2. Las
otras sefales que se distinguen facilmente a 3.61 ppm y 5.03 ppm corresponden

al metoxilo y metileno de las posiciones H-7 y H-8 respectivamente, ambos de tipo

singulete.
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Espectro 19. Espectro de RMN de *H del compuesto final JCS-3.

La sefial correspondiente al proton de la posicion H-9 que forma el bencilideno
aparecio desplazada a 7.68 ppm como un singulete. Esto y la ausencia de las
sefales del aldehido nos confirman nuevamente la formacion del producto JCS-3

de la condensacion de Knoevenagel.
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Espectro 20. Espectro de RMN de *3C del compuesto final JCS-3

En el Espectro 20 correspondiente a 2C del compuesto final JCS-3, se
identificaron sefiales caracteristicas tales como la sefial de los carbonos
pertenecientes al anillo del &cido barbitlrico que se unen a oxigenos, estos en las
posiciones que mantienen desplazamientos caracteristicos como se observaron
en los espectros anteriores. A 151.1ppm se observa una sefial para C-11y C-12, a

148.8 ppm correspondiente a la posicion C-12.

Otras sefales caracteristicas que se repiten en la serie B son las de la posicién C-
10 y C-9. Mientras que a 119 ppm corresponde al C-10 del anillo del acido
barbitlrico que cambia su hibridacion a sp2. Y otra mas que se desplaza a 138
ppm correspondiente a la posicién C-9 de este enlace bencilideno. En la siguiente
Tabla 25, se aprecian los desplazamientos quimicos correspondientes para JCS-
3.
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Tabla 25. Desplazamientos quimicos del compuesto final JCS-3

POSICION 'H (8, mult, H, Hz) c(8)
1
2 6.62 (s,2H) 112.2
s 140.6
a 140.4
5 6.84 (d,1H, J =7.62) 113.8
6 7.41(d,1H,J =7.32) 145.7
7 3.61 (s,3H) 55.9
8 5.03 (s, 2H) 70.7
9 7.68 (s, 1H) 138.7
0 119.3
" 151.1
v 148.8
3 151.1
NH 9.94(s,2H) e
NH 9.9 (s,24)

BIFENILO ANILLO A
1 L
) 7.58 (d,1H, J =7.56) 126.54
3 7.45 (t,3H, J =7.62) 127.9
4 7.39 (d,1H, J =7.56) 126.51
5 I
6 6.62 (s,2H) 127.2
BIFENILO ANILLO B
1 I
2 7.63 (d,2H, J =7.56) 127.1
3 7.45 (t,3H,J =7.62) 129.40
4 7.34 (t,1H,J =7.38) 129.45
5 7.45 (t,3H, J =7.62) 129.40
6 7.63 (d,2H, J =7.56) 127.1
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En el siguiente Espectro 21 de masas es posible apreciar los fragmentos con
mayor estabilidad correspondientes al compuesto final JCS-3 de la serie B. En
este espectro podemos apreciar el ion molecular m/z=429 correspondiente al
cation [M+1].

Por otra parte, se visualiza con mayor abundancia relativa un cation fragmentado
en m/z=207 el cual posee el anillo de la region aromética, el espaciador flexible
con un solo anillo del bifenilo y los sustituyentes CH y CH2 de las posiciones 1y 3
del anillo. Otra estructura que se identifica en m/z=167, corresponde al fragmento

del bifenilo unido al metileno correspondiente a una ruptura homolitica [M-261].

fbundance Scan 6630 (51.097 min): JCS3.D\data.ms
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Espectro 21. Espectro de masas del compuesto final JCS-3
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Caracterizacion del compuesto final JCS-4

En el Espectro 22 se presenta la RMN H del compuesto final JCS-4 donde se
observan las sefales de los protones caracteristicos. Se observaron dos sefiales a
10.80 y a 10.68 ppm que corresponden a los protones tipo imidas del anillo del
acido barbiturico. Asimismo, se aprecian sefiales en campo alto correspondientes
a las posiciones 7 y 8 que se desplazan a 4.83 y 3.33 ppm y que integran para 3H
y 2H respectivamente al metoxilo y al metileno. Otra sefial por considerar en este
espectro del compuesto final JCS-4 fue la correspondiente a la posicion H-9 que
se identifico a 7.76 ppm y que corresponde al proton del enlace bencilideno que se

forma en la condensacion de Knoevenagel.
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Espectro 22. Espectro de RMN de *H del compuesto final JCS-4.
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Por otro lado, en el Espectro 23 correspondiente a *3C del compuesto final JCS-4,
se identificaron otras sefiales caracteristicas tales como la sefal de los carbonos
pertenecientes al anillo del &cido barbitirico que se unen a oxigenos, estos en las
posiciones que mantienen desplazamientos caracteristicos como se observaron
en los espectros anteriores. A 164.7 ppm se observa una sefial para C-12, a 163.1
ppm correspondiente a la posicion C-11 y a 156.13ppm perteneciente a la posicion
C-13.

Otras sefiales caracteristicas de la serie B son las de la posicion C-10 y C-9. A
119.3ppm correspondiente a la primera y otra mas que se desplaza a 153.3ppm
correspondiente a la posicion 9 del enlace bencilideno. En este espectro se espero
también la sefial correspondiente al carbono del grupo nitrilo (CN). Esta se
identificé a 117 ppm. En la siguiente Tabla 26, se aprecian los desplazamientos

quimicos correspondientes al compuesto JCS-4.

NOMTONODDOOINANO®DOW LN ®
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e e | |
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Espectro 23. Espectro de RMN de *3C del compuesto final JCS-4
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5
1 (o)) 3 (0]
N7
Tabla 26.Desplazamientos quimicos del compuesto JCS-4.
POSICION 'H (8, mult, H, Hz) B¢ (8)
i == 128.7
2 7.29 (m,1H) 113.1
3 151.0
e 148.7
5 7.76 (d,1H, J =8.89) 116.1
6 7.08(d,1H) 126.0
7 3.33 (s,3H) 56.3
8 4.83 (s, 2H) 70.3
9 7.79 (s, 1H) 153.3
o 119.3
11 163.1
0o 164.7
3 156.1
NH 10080 e
NH 068 e
BIFENILO ANILLO A
1 137.7
2 7.12 (m,4H) 129.7
3 7.12 (m,4H) 129.0
4 7.12 (m,4H) 138.4
5 7.12 (m,4H) 129.0
6 129.7
BIFENILO ANILLO B
T 144.9
2 7.41 (ddd,2H) 130.9
3 7.45 (ddd,2H) 134.3
4 7.40 (d,1H, J =8.89) 132.1
5 7.92 (dd, 1H) 134.6
6 110.9
CN 117.9
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En el siguiente Espectro 24, se aprecian los fragmentos principales que se
identificaron a partir de la fragmentacion del compuesto final JCS-4. En este
espectro no se aprecia el ion molecular. No obstante, se aprecia con mayor
abundancia relativa en m/z=192 [M-262], correspondiente a una posible ruptura
homolitica en el metileno que une a la region hidrofébica con el espaciador flexible

de tipo metoxi.

Time-->

Abundance Swg 6558 (50.608 min): JCS4.D\data.ms
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Espectro 24. Espectro de masas del compuesto final JCS-4

Por otra parte, se aprecia en m/z=165 otro fragmento correspondiente al anillo del
bifenilo en donde se podrian presentar rupturas homoliticas en la parte del grupo
nitrilo y/o en el anillo aromatico del bifenilo que conecta con el espaciador flexible
[M-288].
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Caracterizacion del compuesto final JCS-5

En el Espectro 25 se presenta la RMN H del compuesto final JCS-5 donde se
observan las sefales de los protones caracteristicos. En este compuesto, se
observaron las sefales imidas del anillo acido un poco méas desplazadas entre
ellas; una sefial a 11.09 ppm y otra a 9.99 ppm correspondientes a los dos
protones. Las otras sefiales de protones alifaticos que se observaban con facilidad
en los espectros anteriores en este espectro no son tan visibles porque algunas se

traslapan con los acoplamientos de los protones alifaticos del anillo de morfolina.
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Espectro 25. Espectro de RMN de 1H del compuesto final JCS-5

No obstante, se pueden observar a 3.72 ppm una sefial de tipo singulete que
corresponde al metoxilo de la posiciébn 7. Otra sefal caracteristica de protones
alifaticos se aprecia a 3.43 ppm como multiplete que integra para 10H
correspondiente a los protones de las posiciones H-9 del metileno, H-1’, H-2’, H-‘3

y H-4’ de las posiciones del anillo de morfolina.
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Espectro 26. Espectro de RMN de *3C del compuesto final JCS-5

Asimismo, para la caracterizacion del compuesto final JCS-5 en el Espectro 26
se identificaron cada uno de los carbonos correspondientes para cada posicion.
Destacando a 167.7 ppm al carbono de la posicion C-13, a 151.6ppm otra sefal
correspondiente a los carbonos C-12 y C-14, todos ellos pertenecientes al anillo
del acido barbiturico. Se destacé también a 119.0 ppm la sefial correspondiente a
la posicion C-11 en esta estructura, pero en las anteriores se referenciaba a la
posicion C-9 correspondiente al carbono con hibridacion sp2. Asimismo, en la
posicion C-10 ahora, se identifico a 150.7ppm un carbono correspondiente al

enlace bencilideno que conecta la regién aromatica con la region acida.
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Tabla 27. Desplazamientos quimicos del compuesto final JCS-5

POSICION "H (8, mult, H, Hz) Pc(8)
1 132.9
2 7.49 (t,1H) 111.7
3 144.7
4 148.6
5 7.61(d,1H,JO=7.56) 128.6
6 7.94 (d,1H, Jo=7.62) 129.2
7 3.72 (s,3H) 43.7
8 4.12 (t, 2H) 64.55
9 3.41 (m, 10H) 52.66
10 8.44 (s,1H) 150.7
11 -—-- 119.0
2 151.6
i3 - 167.7
4 - 151.6
NH 11.09 (s,2H) e
NH 11.09 (s, 2H) e

MORFOLINA
i 3.41 (m,10H) 56.1
2’ 3.41 (m,10H) 55.5
3 3.41 (m,10H) 55.5
q 3.41 (m,6H) 56.1
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En el siguiente Espectro 27, se pueden apreciar los fragmentos principales que

corresponden a la estructura del compuesto final JCS-5. En dicho espectro no se

aprecia el ion molecular. Sin embargo, se observa como pico base, el fragmento

en m/z=128 que corresponde a una ruptura homolitica en donde el oxigeno

mantiene una estabilidad formando un doble enlace con el carbono de la posicién

8 y la carga positiva se conserva debido a la pérdida de los protones [M-357].

De igual forma otro fragmento que se aprecia en m/z=85 que pertenece al anillo

de morfolina que forma parte del sustituyente hidrofobico de este compuesto. En

m/z=252.9 se observa un fragmento que corresponde a la ruptura del compuesto

JCS-5 en el carbono de la posicion 11 con una abundancia muy pobre.

Time-->
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Espectro 27. Espectro de masas del compuesto final JCS-5.

153



Caracterizacion del compuesto final JCS-7

En el Espectro 28 se presenta el espectro de RMN H del compuesto final JCS-7
donde se observan las sefiales de los protones caracteristicos. En este
compuesto, se observaron las sefales del anillo acido mas desplazadas entre
ellas, una sefial a 11.27 ppm y otra a 10.66 ppm correspondientes a los dos
protones imida de tipo hidantoina. Se observaron sefiales caracteristicas de
protones alifaticos correspondientes a las posiciones del metileno a 5.67 ppm y al
metoxilo a 3.97ppm respectivamente H-8 y H-7. La sefial que se aprecia a 6.50
ppm corresponde a la posicién del bencilideno H-9 que se desplaza a campo alto,
a comparacion de los barbituratos las cuales se localizaron casi en la regién

aromatica a campo bajo.

En la tabla 28 se aprecian con mayor detalle cada uno de los desplazamientos,

asi como los acoplamientos de cada sefal correspondiente al compuesto JCS-8.
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Espectro 28. Espectro de RMN de 1H del compuesto final JCS-7
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Asimismo, en el Espectro 29 se aprecian las sefiales correspondientes al
compuesto JCS-7 pero esta vez de 3C, en donde resaltan las sefiales particulares
de los carbonilos en la parte del anillo de hidantoina. Estos se aprecian en 174.3 y
166.1 ppm y corresponden a las posiciones C-11 y C-12 de los grupos carbonilos
respectivamente. Otra sefial caracteristica de esta serie es la sefial del carbono C-
10 a 128.8 ppm, asi como a 109.7 ppm, otra sefial correspondiente a la posicion
del carbono C-9. Estos ultimos con hibridacion sp2 ya que estan formando el doble

enlace.

Las sefales caracteristicas de los anillos aroméaticos se conservan parecidas al
compuesto precursor JCS-14. Los carbonos cuaternarios pudieron visualizarse a

pesar de su pequefia intensidad en el espectro.
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Espectro 29. Espectro de RMN de 13C del compuesto final JCS-7
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Tabla 28. Desplazamientos quimicos del compuesto final JCS-7

POSICION "H (8, mult, H, Hz) Bc(8)
N — 126.7
2 7.26 (d,1H,) =1.98) 113.4
s 149.6
s 148.8
5 7.33 (t,2H) 126.3
6 7.33 (t,2H) 125.7
7 3.90 (s, 1H) 56.0
8 5.67 (s, 1H) 68.8
9 6.50 (s, 1H) 109.7
£10 N — 128.8
11 174.3
o7 2 — 158.8
NH 11.26 (s, 1H) e
NH 10.65(s,1H) e

QUINOLINA
1' —_—— e
>y oo 166.1
3 7.77(d, 1H, ) =7.02) 126.5
& 8.21(d, 1H, J =7.98) 133.7
ar 129.0
5 8.04 (d, 1H, J =8.28) 129.3
6 7.62 (t, 1H, J =7.63) 127.1
7’ 7.67 (ddd, 1H, J =7.44, ) =1.98) 132.8
g 8.08 (dd, 1H, J =6.6, ) =1.86) 131.6
8a' 156.2

156



En el siguiente Espectro 30, se aprecian los principales fragmentos
correspondientes a la estructura del compuesto final JCS-7. En este espectro se
aprecia el ion molecular a m/z=377, en una abundancia minima. Se observa
también un fragmento en m/z=264.2 que corresponde a una ruptura homolitica en

la posicion del carbono 1 que conecta con la region acida, [M-111.02].

Por otro lado, es posible observar otros fragmentos mas inestables y con
abundancias relativas menores al 15% a m/z=180.2 [M-194.8], m/z=222.2 [M-
152.8] y m/z=296.2 [M-78.8].
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Espectro 30.Espectro de masas del compuesto final JCS-7

157



Caracterizacion del compuesto final JCS-8

En el Espectro 31 se presenta el espectro de RMN 'H del compuesto final JCS-8
donde se observan las sefiales de los protones caracteristicos. En este
compuesto, se observaron las sefiales del anillo acido més desplazadas entre
ellas, una sefial a 11.16 ppm y otra a 10.48 ppm correspondientes a los dos
protones imida. Se observaron sefiales caracteristicas de protones alifaticos
correspondientes a las posiciones del metileno a 5.54 ppm y al metoxilo a
3.77ppm respectivamente H-8 y H-7. Se aprecia una sefal caracteristica a 6.37
ppm correspondiente a la posicién del bencilideno H-9 que se desplaza a campo

alto a comparacion que con los barbituratos.

En la tabla 29 se aprecian con mayor detalle cada uno de los desplazamientos,

asi como los acoplamientos de cada sefial correspondiente al compuesto JCS-8.
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Espectro 31. Espectro de RMN de *H del compuesto final JCS-8
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Por otra parte, en el Espectro 32 se aprecian las sefiales correspondientes al
compuesto JCS-8 pero esta vez de 3C, en donde destacamos las sefiales
particulares de los carbonilos en la parte del anillo de hidantoina. Estos se
aprecian en 174.3 y 166.0ppm y corresponden a las posiciones C-11 y C-12
respectivamente. Otra sefial caracteristica de esta serie es la sefial del carbono
C-10 a 129.2 ppm asi como a 109.5 ppm, otra sefal correspondiente a la posicion
del carbono C-9. Estos ultimos con hibridacion sp2 ya que estan formando el doble

enlace.

Las sefales caracteristicas de los anillos aromaticos se conservan parecidas al
compuesto precursor JCS-14. Los carbonos cuaternarios pudieron visualizarse a

pesar de su pequefia intensidad en el espectro.
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Espectro 32. Espectro de RMN de *3C del compuesto final JCS-8
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Tabla 29. Desplazamientos quimicos del compuesto final JCS-8

POSICION "H (8, mult, H, Hz) “c(s)
e ——— 128.9
2 7.13(d,1H, Jn=1.98) 113.3
3 158.7
4 156.2
5 7.21(d,1H, J;=8.4) 123.3
6 7.20(dd,1H, J,=8.76, Jn=1.92) 114.1
7 3.77 (s,3H) 56.1
8 5.54 (s,2H) 68.8
9 6.37(s,1H) 109.5
0 129.2
T —— 174.3
12— 166.0
NH 1115 (s,AH) e
NH 1048 (s,1H) e

NAFTALENO
1 148.8
2 7.65 (d,1H, J,=7.86) 126.7
3 7.50 (t,1H, J,=7.74) 125.8
4 7.91 (d,1H, J,=6.9) 126.9
7 — 133.7
5 7.95 (d,1H, J,=7.68) 127.2
6 7.55 (m,2H) 126.4
7 7.55 (m,2H) 126.4
8 8.08 (d,1H, Jo=8.76) 131.64
821 e 148.8
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En el Espectro 33 de masas, no fue posible apreciar al ion molecular. Sin
embargo, se contemplaron otros fragmentos con estabilidad y abundancia relativa
mas relevante. Como pico base, se observO en m/z=142 al fragmento que
corresponde al anillo de naftaleno y el metileno que también se presenta en el

espectro 14 correspondiente al compuesto JCS-2.

Por otro lado, se aprecian fragmentos correspondientes a la fragmentacion en la

region aromatica donde se llevan rupturas homoliticas en m/z=115 y m/z=89.

Time-->
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Espectro 33. Espectro de masas del compuesto final JCS-8
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Caracterizacion del compuesto final JCS-9

En el Espectro 34 se presenta el espectro de RMN H del compuesto final JCS-9
donde se observan las sefiales de los protones caracteristicos de la estructura. Se
observaron las sefiales de los protones imidas del anillo de hidantoina,
desplazadas entre ellas, una sefial a 10.62 ppm y otra a 9.82 ppm
correspondientes a los dos protones. Se observaron sefales caracteristicas de
protones alifaticos correspondientes a H-8 y H-7 a 5.19ppm y 3.82ppm
respectivamente. Se aprecia una sefial caracteristica a 6.36 ppm correspondiente
a H-9 del enlace bencilideno.

En la Tabla 30 se aprecian con mayor detalle cada uno de los desplazamientos
para los protones arométicos del benceno y del bifenilo, asi como los
acoplamientos de cada sefal correspondiente al compuesto JCS-9.
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Espectro 34. Espectro de RMN de 1H del compuesto final JCS-9
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Espectro 35. Espectro de RMN de 1H del compuesto final JCS-9

En el Espectro 35 correspondiente a 3C del compuesto final JCS-9, se
identificaron sefiales caracteristicas tales como la sefial de los carbonos
pertenecientes al anillo de hidantoina que se unen a oxigenos, estos en las
posiciones que mantienen desplazamientos caracteristicos a campo bajo, como se
observaron en los espectros anteriores. A 183.9 ppm se observa una sefial para

C-11, a 168.4 ppm correspondiente a la posicion C-12.

Otras sefales caracteristicas que se repiten en la serie H son las de la posicion C-
10 y C-9. Mientras que a 130.6 ppm corresponde al C-10 del anillo de hidantoina
gue cambia su hibridacion a sp2. Y otra mas que se desplaza a 119.1 ppm
correspondiente a la posicion C-9 de este enlace bencilideno. En la siguiente
Tabla 30, se aprecian el total de los desplazamientos quimicos correspondientes
para JCS-9.
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Tabla 30. Desplazamientos quimicos del compuesto final JCS-9

'H (8, mult, H, Hz)

7.07 (d,1H, J,=8.22)
7.16 (d,1H, J,=7.86, Jn=2.04)
3.82 (s,3H)

5.18 (s, 2H)
6.36 (s, 1H)

© 00 N oo o b~ wWw N P

Z P P P
T N P O

10.61 (s, 1H)
9.81 (s, 1H)
BIFENILO ANILLO A

=z
T

7.71 (s,1H)

7.47-7.41 (m,4H)

7.47-7.41 (m,4H)

7.37-7.32 (m,1H)
BIFENILO ANILLO B

o 0o A W N B

7.62 (d,2H, J,=7.68)
7.47-7.41 (m,4H)
7.66 (s,1H)
7.47-7.41 (m,4H)
7.62 (d,2H, J,=7.68)

o o A W N R

147.7
136.3
150.4
136.9
137.6
136.2

150.0
139.0
136.7
139.2
136.7
139.0




En el Espectro 36 de masas correspondiente al compuesto final JCS-9, se
aprecia claramente al ion molecular en una abundancia relativa minima a
m/z=400.7. Asimismo, se contemplaron otros fragmentos con estabilidad y
abundancia relativa mas relevante. Como pico base, se observé en m/z=93.1 [M-
306.9] al fragmento que corresponde al anillo de benceno y el metoxi que se
fragmenta de ambos lados tanto de la region hidrofébica como de la hidantoina,
para formar un tipo de i6n tropilio. Por otro lado, se presenta otro fragmento

m/z=121.1 [M-278.9] que se observo con anterioridad en los espectros anteriores.
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Espectro 36. Espectro de masas del compuesto final JCS-9
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Caracterizacion del compuesto final JCS-10

En el Espectro 37 se presenta el espectro de RMN H del compuesto final JCS-10
donde se observan las sefiales de los protones caracteristicos. Se observaron las
sefiales de los protones imidas del anillo de hidantoina, desplazadas entre ellas,
una sefial a 11.15 ppm y otra a 10.48 ppm correspondientes a los dos protones,
muy parecidas al espectro anterior. Se observaron sefiales caracteristicas de
protones alifaticos correspondientes a H-8 y H-7 a 5.20ppm y 3.34ppm
respectivamente. Se aprecia una sefial caracteristica a 6.37 ppm correspondiente

a H-9 del enlace bencilideno.

En la Tabla 31 se aprecian con mayor detalle cada uno de los desplazamientos,

asi como los acoplamientos de cada sefial correspondiente al compuesto JCS-10.

N (o]
i < ~ o <
— o M N @
— — [te) N ™
| | | I |

@ mn o

- =Q

NN N

NS

T T T T T T T

30 79 78 /47 7B 75 74 73 7.2 7.1

pmm 8
|

DMSO

L
[ HO0

T
5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

T T
11.0 10.5 10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5
pmm

Espectro 37.Espectro de RMN de 1H del compuesto final JCS-10
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En el siguiente Espectro 38 se aprecian sefiales correspondientes a los carbonos

del compuesto JCS-10 de la serie H.

Se identificaron, primeramente, las sefiales correspondientes al anillo de
hidantoina, las cuales se distinguen a campo bajo a 166.0 ppm y 156.1 ppm
correspondientes a las posiciones C-11 y C-12. Otra sefial que se distingue a
123.2 ppm corresponde a la posicion C-10 del carbono con hibridacion sp2 del
enlace bencilideno producto de la condensacion de Knoevenagel. La sefal
particular de la posicién C-9 de este doble enlace se localiz6 a 113.3 ppm.

Otra seiial particular de este compuesto corresponde al carbono del grupo nitrilo
(CN), la cual se localiz6 a 119 ppm muy parecida al compuesto JCS-4 del grupo

de la serie B con el sustituyente en particular.
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Espectro 38. Espectro de RMN de *3C del compuesto final JCS-10
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Tabla 31. Desplazamientos quimicos del compuesto final JCS-10

1 13

POSICION H c
T 128.7
2 7.14 (d,1H, ) _=2.04) 110.5
3 149.5
s 148.6
3 7.08 (d,1H, J =8.4) 113.8
6 7.17 (d,1H, J =8.34,J =2.04) 123.2
7 3.83 (s,3H) 56.2
8 5.20 (s, 2H) 69.8
9 6.37 (s, 1H) 113.3
0 123.2
7 166.0
2 156.1
NH 11.15(s,2H)
NH 1048 (s,1H)

BIFENILO ANILLO A

1 137.8
2 7.6 (m, 6H) 126.7
3 7.6 (m, 6H) 134.3
s 137.9
5 7.6 (m, 6H) 134.0
6 7.6 (m, 6H) 126.7

BIFENILO ANILLO B

i 144.6
2 7.6 (m, 6H) 126.5
3 7.7 (t,1H,J =7.7,J _=2.6) 129.2
4 7.6 (m, 6H) 128.5
5 7.93 (d,1H, J =7.8) 130.5
s 109.5

o~ 119.0
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En el siguiente Espectro 39, se aprecian los fragmentos correspondientes a la
estructura JCS-10. En este no se aprecia en ion molecular. Sin embargo el pico
base que es caracteristico tambien en el Espectro 24 del compuesto JCS-4 de la
serie de los barbitruratos. Este se observa en m/z=192 14 corresponde a la
ruptura homolitica en la posicion 9. Otro fragmento que destaca en abundancia
relativa es el correspondiente a una ruptura homolitica en el espaciador de tipo

metoxi y corresponde al pico en m/z=109.

Otros framentos se ideintifican en m/z=163 correspondiente al bifenilo, con perdida
del atomo de nitrogeno. Otro fragmento corresponde a dos rupturas de tipo
homoliticas en las posiciones 1 y 3 del anillo de benceno que aparece en m/z=283

con una abundancia relativa considerable.
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Espectro 39. Espectro de masas del compuesto final JCS-10
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Caracterizacion del compuesto final JCS-11

En el Espectro 40 se presenta la RMN 'H del compuesto final JCS-11 donde se
observan las sefales de los protones caracteristicos. En este compuesto, se
observaron las sefales imidas del anillo acido de hidantoina; una sefial a 10.61
ppm y otra a 10.48 ppm correspondientes a los dos protones. Las sefiales
aromaticas fueron faciles de identificar a 7.17 ppm se observa una sefial doble que
integra para un proton correspondiente al proton H-6, se aprecia a 7.12ppm un
doblete que no se alcanz6 a desdoblar en su totalidad con constantes de
acoplamiento de tipo meta, correspondientes al proton H-2, por otro ultimo se
aprecia una sefal doblete a 6.99ppm que integra para un proton aromatico

correspondiente a la posicion H-5.
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Espectro 40. Espectro de RMN de 1H del compuesto final JCS-11

Se aprecian otras seflales a capo alto, correspondientes para los protones
alifaticos destacando a 4.10ppm un triplete que pertenece al proton H-8 y otra a
2.69pmm de igual forma triplete, pero esta vez correspondiente al proton H-9. Se

aprecia una seflal a 3.84ppm que integra para 4H correspondientes a las
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posiciones 2’ y 3’ del anillo de morfolina. Asimismo, se observa otra sefal que
integra para 4H, pero esta vez correspondiente a los protones 1’ y 4’ de morfolina.
Ambos pares son quimica y magnéticamente equivalentes por eso solamente se

observan dos sefales.

En el Espectro 41 correspondiente al compuesto final JCS-11 se aprecian ahora
las sefales caracteristicas de carbono, a campo bajo se aprecian dos sefiales
correspondientes a los grupos carbonilos de la hidantoina a 174.3ppm y a
166.06ppm. Se pueden observar sefales caracteristicas del producto final, tales
como la sefal del C-11 a 126.6 ppm y C-10 a 109ppm (Tabla 32).
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Espectro 41. Espectro de RMN de 13C del compuesto final JCS-11

A 57.3ppm se observa una sefal correspondiente a caracteristica del anillo de
morfolina que corresponde a las posiciones 3’ y 2’C, mientras que a 56.2ppm se

aprecia una sefal que pertenece a las posiciones 1’y 4’ de este mismo.
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Tabla 32. Desplazamientos quimicos del compuesto final JCS-11

13

POSICION H C
i e 126.2
2 7.12 (d,1H, J =1.92) 113.5
3 149.4
a L 148.9
5 6.99(d,1H,J =8.28) 113.3
6 7.17(dd,1H, J =9.06,J_=1.93) 123.4
7 3.82 (s, 3H) 54.0
8 2.69 (t, 2H) 66.6
9 4.10 (t,2H) 47.6
10 6.38 (s,1H) 109.6
11 126.6
72— 174.3
3 166.0
NH 10.61(s,aH) e
NH 1048 (s,AH) e

MORFOLINA
i 3.57 (t,4H) 56.2
2 3.84 (s,4H) 57.3
3 3.84 (s,4H) 57.3
& 3.57 (t,4H) 56.2
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En Espectro 42 correspondiente al compuesto JCS-11 podemos apreciar los
fragmentos principales que se identificaron. Destacamos a m/z=296.2 un
fragmento correspondiente una ruptura homolitica en el anillo de morfolina con
una abundancia relativa menor al 15%. Se aprecia otro fragmento de m/z= 264.2
con una abundancia relativa mayor al 30%, producto de una posible ruptura en el

etilo que conecta con la morfolina. Finalmente se identifico otro posible fragmento
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Espectro 42. Espectro de masas del compuesto final JCS-11
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Parte Evaluacion Farmacoldgica
Ensayo In vitro sobre la expresion de PPARy y GLUT-4

Una vez realizados los ensayos de funcionalidad celular, se determind in vitro los
efectos de los compuestos JCS-1, JCS-2 y JCS-4 sobre PPARYy, asi como el
producto de interés que es el cotransportador GLUT-4. En este ensayo se
utilizaron adipocitos, los cuales fueron sometidos a los compuestos durante 24 h.
A partir de este experimento se cuantific6 el RNAm en PCR-RT con respecto al
gen 36B4.
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*<0.05
**<0.001
**%20.0001

Grdfico 1. Efecto de los compuestos JCS-1, JCS-2 y JCS-4 sobre la expresion relativa de PPARy

En el Grafico 1 se muestran los resultados de la expresion relativa sobre PPARy
en donde se observa que el compuesto JCS-1 y JCS-2 incrementan la expresion
relativa de este receptor, destacando al JCS-1 con una diferencia significativa con

respecto al control. El compuesto JCS-4 no incremento su expresion de este.
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Por otro lado, en el Grafico 2 se observo la expresion relativa de GLUT-4. El
compuesto JCS-1 muestra ahora una mayor expresion del cotransportador de
glucosa incluso dos cifras significativas comparandolo con el control. EI compuesto
JCS-4 y JCS-2 lo expresan, pero en menor cantidad comparandolos con el control
positivo (Pioglitazona). No obstante, la regulacion de los niveles de glucosa via

PPARYy puede estar relacionada por diversas vias.
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Grdfico 2. Efecto de los compuestos JCS-1, JCS-2 y JCS-4 sobre la expresion relativa de GLUT-4

En el siguiente gréafico 3, se observan la expresion relativa esta vez de GPR40 con
relacion a la exposicién de los compuestos experimentales. Esta vez se observé
gue los tres compuestos favorecen la expresion de GPR40, incluso mejor que
Glibenclamida. El compuesto JCS-2 esta vez expresé de manera significativa, por
encima de JCS-1 y JCS-4. Sin embargo, los tres resultan poseer buena afinidad a

este, ya que presentan 3 diferencias significativas con respecto al control negativo.
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Grdfico 3. Efecto de los compuestos JCS-1, JCS-2 y JCS-4 sobre la expresion relativa de GPR40

Por otro, en el Grafico 4 se encuentran los resultados relacionados con la
secrecion de la insulina, esta vez en células RINm5F en donde se observa y
correlaciona los resultados anteriores del compuesto JCS-1. Esta muestra
resultados satisfactorios muy parecidos a glibenclamida ya que ambos expresan la
insulina con una cifra significativa respecto al control. Los compuestos JCS-2 y

JCS-4 no expresan significativamente la secrecion de insulina.
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Evaluacion Farmacolégica In vivo

Se realizaron curvas de tolerancia a la glucosa (CTG) de los compuestos hits
computacionales seguros elegidos mediante Consenso Farmacologico: JCS-1
JCS-2 y JCS-4. Este ensayo se llevo a cabo con la finalidad de observar el efecto
que provocan frente a un comportamiento de glucosa en sangre, ya sea
hipoglucemiante o hiperglucemiante, utilizando 6 animales para cada grupo de
estudio.

Como se puede apreciar en el Gréafico 1 (CTG en ratones CD1, normoglucémicos),
los compuestos JCS-4 y JCS-1 muestran durante los primeros 30 minutos un
buen control de la glucemia ya que evitan el pico hiperglucémico, demuestra
diferencia del grupo control negativo (vehiculo). Asimismo, a los 60 minutos los
niveles de glucosa en sangre contindan bajando, este mismo efecto se aprecia a
las 2 y 3h. Sin embargo, se observé que el comportamiento no es hipoglucemiante
como en el caso de la glibenclamida, por lo cual se destacan los perfiles de ambos

compuestos como antihiperglucemiantes.
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Grdfico 5. Curva de Tolerancia a la Glucosa de los Hits computacionales seqguros, con ratones CD1.

Efecto de dosis Unica en ratones CD1, ANOVA de dos vias, Post Hoc Bonferroni (n=6:SEM, p<0.05)
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Por otra parte, en la ultima hora, el compuesto JCS-4 continué bajando los niveles
de glucosa incluso a la par de glibenclamida. Esto no es estadisticamente
significativo ya que desde el principio no actu6 como hipoglucemiante. Es
necesario seguir midiendo los niveles por un periodo mas prolongado de tiempo ya
que se esperaria una tendencia recta a partir de la hora 3 post administracion.

Por otra parte, en una segunda curva de tolerancia a la glucosa con ratones
C57BL/6 se puede corroborar nuevamente el efecto que se observé en ratones
CD1, en donde los compuestos JCS-4 y JCS-1 muestran efecto desde los
primeros 30 minutos del ensayo. El pico hiperglucémico se logra evitar e incluso
es mas visible en el grafico 2, que en el ensayo anterior. Asimismo, en los
siguientes 60 minutos se observa un decremento en la variacion de la glucosa y
existen diferencias significativas comparadas con el control negativo (vehiculo). El
compuesto JCS-4 sigue disminuyendo durante el trascurso del experimento por
debajo de los niveles basales a la par de glibenclamida y linagliptina; mientras que

JCS-1 se mantiene estable.

-e- tween 80 (10%)
-&- Glibenclamida (5 mg/kg)
-+ linagliptina (5mg/kg)
- JCS-1 (100mg/kg)
—— JCS-2 (100mg/kg)
-0- JCS-4 (100mg/kg)

% Variacion de Glucosa

Tiempo (h)

Grdfico 6. Curva de Tolerancia a la Glucosa de los Hits computacionales seguros, con ratones
C57BL/6

Efecto de dosis Unica en ratones C57BL/6, ANOVA de dos vias, Post Hoc Bonferroni (n=6:SEM, p<0.05)
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9. CONCLUSIONES

En este proyecto se realiz6 un analisis completo a nivel in silico de los
perfiles farmacoldgicos (propiedades farmacocinéticas, farmacodinamica,
biofarmacéuticas y toxicoldgicas) de los compuestos disefiados JCS 1-12.
Gracias a la estrategia del Andlisis del Consenso Farmacoldgico fue posible
elegir a prioridad de sintesis y bioevaluacion a los compuestos JCS-1, 4y 2
como primeros candidatos con los mejores perfiles al ser los hits
computacionales seguros obtenidos mediante este analisis.

Se logré optimizar la sintesis de los compuestos precursores JCS-17 y
JCS-18, gracias al uso del reactor de sintesis Monowave Anton Paar, el
cual maneja presiones y temperaturas controladas. Los tiempos de reaccion
se mejoraron hasta 60 veces para JCS-17 y 90 para JCS-18.

En el ensayo in vivo, los compuestos candidatos JCS-1 y JCS-4 obtuvieron
los mejores perfiles como antihiperglucemiantes en la curva de tolerancia a
la glucosa ya que evitaron el pico hiperglucémico desde los primeros 30
minutos del ensayo. Esto demuestra y valida el uso de la biosimulacion
predictiva en la busqueda de compuestos con efecto antidiabético.

En los ensayos in vitro se concluye que el compuesto JCS-1 es afin a
ambos blancos terapéuticos tal y como se buscaba en la hipétesis. No
obstante, el compuesto JCS-4 resulta afin inicamente a PPARy y JCS-2 a
GPR40, a pesar de esto ambos son secretagogos de insulina y favorecen la
disminucién del pico hiperglucémico que se observa en los in vivo. Se
sugiere que JCS-4 actue sobre otros receptores relacionados a la
disminucion de glucosa ya que en ratones sanos actua casi a la par que

JCS-1y que si posee afinidad dual.
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10. PERSPECTIVAS

e Realizar estudios de toxicidad aguda para determinar la dosis letal media
(DLso), asi como la dosis efectiva media (DEso) del compuesto JCS-4
e Evaluar el compuesto JCS-4 en un ensayo agudo en un modelo murino no

insulino-dependiente.
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11. PARTE EXPERIMENTAL

Instrumental

Para realizar la sintesis de los compuestos JCS 1-5, JCS-8 y JCS-10 se utilizaron
reactivos adquiridos de la empresa SIGMA-ALDRICH®.

La sintesis contempl6 el uso de una parrilla de calentamiento con agitacion
magneética marca IKA® C-MAG HS4. Matraces bola de 10 y 25 mL acoplados con
agitacion magnética, refrigerante en posicion de reflujo y se utilizd6 una trampa
Dean-Stark para la condensacién de Knoevenagel.

Asimismo, se ocupd un reactor de presiones y temperaturas controladas de tipo
Monowave Anton Paar 50® utilizando viales, agitadores magnéticos y tapones de
silicon con septums de teflon especiales para el equipo.

Para evaporar los disolventes se utilizo un Rotavaporador marca BUCHI B-490
acoplado una bomba de alto vacio marca BUCHI interface 1-300Pro.

Los puntos de fusién de los compuestos solidos se determinaron utilizando un
aparato Stanford Research System, modelo EZ-Melt®

Las paginas web y los programas mencionados en la parte in silico (a excepcién
de

ACD/Toxsuite) fueron ejecutados en una laptop Lenovo Ideapad 80XQ con
sistema

operativo Windows 10 procesador Intel® Celeron® CPU N3350 @ 2.2GHz y 4 GB
de memoria RAM.

Cromatografia

El monitoreo de las reacciones se llevé a cabo mediante cromatografia de capa
fina (CCF), utilizando placas de aluminio de 2.5 x 4 cm cubiertas con silice
Alugram. Los compuestos se eluyeron utilizando una camara de elucion de vidrio
con los sistemas siguientes de la Tabla 28:

Tabla 33. Sistemas de disolventes utilizados para CCF

Sistema Disolventes Proporcion
I Hex: AcEt 70:30
1 CH2Cl2: MetOH 95:5
11 CH2Cl2: MetOH 98:2

La visualizacién de los compuestos en CCF se realizé en una camara de luz
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ultravioleta UV-254/366 nm.
PARTE QUIMICA

Sintesis de compuestos finales JCS

Sintesis del compuesto  5-(3-metoxi-4-(quinolin-2-ilmetoxi)benciliden)
pirimidin-2,4 6-(1H 3H,5H)-triona (JCS-1).

o

0
OH \ NH
03 eq N (@) (o} N’&O
: l_N o} H

Toluen.o

3cs-13 JCS-1

03 eq

En un matraz bola de 25 mL de una boca equipado con calentamiento, agitacion
magnética, trampa Dean-Stark y refrigerante en posicién de reflujo se colocaron
200 mg (0.00068 mol, 1 equiv) de JCS-13, 94 mg (0.00074 mol, 1.1 equiv) de
acido barbiturico, y 25 mg (0.00019 mol, 0.3 equiv) de acido benzoico en 10 mL de
tolueno anhidro, esta mezcla se mantuvo a ~60°C durante 20 minutos.
Completado este tiempo, se afadieron 20uL (17mg, 0.00019 mol, 0.3 equiv) de
piperidina y la temperatura se elevé hasta los ~90°C manteniendo agitacion
constante. La reaccion se monitore6 utilizando CCF cada dos horas, para esto se
tomé una gota directa de la reaccion y se colocé en una placa de toque, donde se
espero hasta que se evaporara todo el disolvente y se agregd una gota de AcOEt.
Posteriormente se tomo la muestra para la elucion de la placa, referenciando al
precursor JCS-13. Se observo la formacién de un producto diferente al precursor,
y al cabo de 10 horas la reaccion se completd. La reaccion se detuvo y se espero
hasta que se enfriara la mezcla. Se rotaevapor6 todo el disolvente obteniéndose
un sélido naranja. A continuacién, este sélido se lavé por repulpado donde se
agregaron 10 mL de agua fria a un matraz con el sélido en agitacion constante,
durante unos minutos. Finalmente, el sélido fue recuperado por filtrado al vacio
dejandose secar por 12h. El producto final fue un polvo color naranja con un
rendimiento de 93% y presentd un punto de fusién con descomposicién 187.9 °C.
Las placas de CCF fueron eluidas con el sistema Il. Rendimiento global 52.08%.

RMN H (600 MHz, DMSO-d6): § 2.79 (s, 3H), 5.02 (s, 2H), 6.72 (t,1H), 6.79 (d,1H,
Jo=7.56), 6.88 (t, 1H), 7.08 (m, 3H), 7.38 (ddd, 1H, J,=6.9), 7.51 (s, 1H), 10.24 (s,
1H), 10.38 (s, 1H).

RMN 13C (150 MHz, DMSO-d6): § 56(C7), 72.2(C8), 112.2(C2), 113.8 (C5),
119.3(C10), 120(C3’), 126.9 (C1), 127.63(C6’), 128.3(C86), 128.9(C5’), 129.7(C8),
130.23(C7’), 133.9(C8a’), 139(C4’), 145.5(C3 y C4), 147.3(C13), 148.8(C11),
151.1(C9), 158.2(C2’), 168.2(C12).
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|E-EM 148.1 [M-255.12], 118.01 [M-285.01], 91.0 [M-312.12]

Sintesis del compuesto 5-(3-metoxi-4-(naftalen-1-ilmetoxi)benciliden)
pirimidin-2,4,6-(1H,3H,5H)triona (JCS-2).

o i 0
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En un matraz bola de 25 mL de una boca equipado con calentamiento, agitacion
magnética, trampa Dean-Stark y refrigerante en posicion de reflujo se colocaron
200 mg (0.00068 mol, 1 equiv) de JCS-14, 96 mg (0.00075 mol, 1.1 equiv) de
acido barbiturico, y 25 mg (0.00019 mol, 0.3 equiv) de acido benzoico en 10 mL de
tolueno anhidro, esta mezcla se mantuvo a ~60°C durante 20 minutos.
Completado este tiempo se afiadieron 19uL (17mg, 0.00019 mol, 0.3 equiv) de
piperidina y la temperatura se elevé hasta los ~90°C manteniendo agitacion
constante. La reaccion se monitore6 utilizando CCF cada dos horas, para esto se
tomé una gota directa de la reaccion y se colocé en una placa de toque, donde se
espero hasta que se evaporara todo el disolvente y se agregd una gota de AcOEt.
Posteriormente se tomé la muestra para la elucién de la placa, referenciando al
precursor JCS-14. Se observé la formacion de un producto diferente al precursor,
y al cabo de 9 horas la reaccidén se completd. La reaccion se detuvo y se espero
hasta que se enfriara la mezcla. Se rotaevaporé todo el disolvente obteniéndose
un sélido amarillo. A continuacién, este solido se lavd por repulpado donde se
agregaron 10 mL de agua fria a un matraz con el solido en agitacion constante,
durante unos minutos. Finalmente, el sélido fue recuperado por filtrado al vacio
dejandose secar por 12h. El producto final fue un polvo color amarillo con un
rendimiento de 90% y presentd un punto de fusion experimental de 202.3-204.2°C.
Las placas de CCF fueron eluidas con el sistema Il. Rendimiento global 85.5%.

RMN H (600 MHz, DMSO-d6): & 2.93 (s,3H), 4.84 (s,2H), 6.56 (d,1H, Jo=8.58),
6.73 (m,3H), 6.85 (d,1H, J0=6.96), 7.08 (dd,1H, Jo=6.8, Jn=2.04), 7.12 (d,1H,
Jo=8.34), 7.16 (Mm,1H, Jo=.6.78), 7.24 (m,1H, Jo=7.5), 7.43 (s,1H), 7.57 (d,1H,
Jn=2.1), 10.34 (s,1H), 10.47 (s,1H).

RMN 13C (150 MHz, DMSO-d6): & 55.9(C7), 68.9 (C8), 112.9 (C2),115.9
(C5),117.5 (C10), 124.3 (C3'), 125.8 (C6'), 126 (C6), 126.5 (C7'), 127 (C1), 127.4
(C2", 128.9 (C4'), 129.4 (C5'), 131.6 (C8"), 131.8 (C1)), 132.2 (C8a),133.7 (C4a)),
148.4 (C4), 150.6 (C3), 153.1 (C9), 155.8 (C13), 162.7 (C11),164.4 (C12).

|E-EM 264.1 [M-138.02], 141.1 [M-261.02], 128.0 [M-274.12]

183



Sintesis del compuesto 5-(4-([1,1-bifenil]-3ilmetoxi)-3-metoxibenciliden)
pirimidin-2,4,6-(1H,3H,5H)-triona (JCS-3)

o]

JCS-15 JCs-3

En un matraz bola de 25 mL de una boca equipado con calentamiento, agitacion
magnética, trampa Dean-Stark y refrigerante en posicion de reflujo se colocaron
200 mg (0.00062 mol, 1 equiv) de JCS-15, 115 mg (0.00094 mol, 1.5 equiv) de
acido barbiturico, y 25 mg (0.00019 mol, 0.3 equiv) de acido benzoico en 10 mL de
tolueno anhidro, esta mezcla se mantuvo a ~60°C durante 20 minutos.
Completado este tiempo se afiadieron 20uL (18mg, 0.00019 mol, 0.3 equiv) de
piperidina y la temperatura se elevé hasta los ~90°C manteniendo agitacion
constante. La reaccion se monitore6 utilizando CCF cada dos horas, para esto se
tomd una gota directa de la reaccion y se colocé en una placa de toque, donde se
espero hasta que se evaporara todo el disolvente y se agregd una gota de AcOEt.
Posteriormente se tomo la muestra para la elucidén de la placa, referenciando al
precursor JCS-15. Se observé la formacion de un producto diferente al precursor,
y al cabo de 10 horas la reaccion se completd. La reaccion se detuvo y se espero
hasta que se enfriara la mezcla. Se rotaevaporé todo el disolvente obteniéndose
un sélido amarillo. A continuacién, este solido se lavd por repulpado donde se
agregaron 10 mL de agua fria a un matraz con el sélido en agitacién constante,
durante unos minutos. Finalmente, el sélido fue recuperado por filtrado al vacio
dejandose secar por 12h. El producto final fue un polvo color amarillo con un
rendimiento de 83% y presenté un punto de fusién con experimental de 173.2-
175.4°C. Las placas de CCF fueron eluidas con el sistema Il. Rendimiento global
53.1%.

RMN H (600 MHz, DMSO-d6): & 3.61 (s,3H), 5.03 (s, 2H), 6.62 (s,2H), 6.84
(d,1H, Jo=7.62), 7.34 (t,1H, Jo=7.38), 7.39 (d,1H, Jo=7.56), 7.41 (d,1H, Jo=7.32),
7.45 (t,3H, Jo=7.62), 7.58 (d,1H, Jo=7.56), 7.63 (d,2H, Jo=7.56), 7.69 (s, 1H), 9.94
(s, 2H).

RMN 13C (150 MHz, DMSO-d6): 8 55.9 (C7), 70.7(C8), 112.2 (C2), 113.8 (C5),
119.3 (C10), 126.51 (C4'), 126.54 (C2'), 127.1(C2" y C6"), 127.2 (C6), 127.9 (C3),
129.4 (C3"y C5"), 129.45 (C4"), 138.7 (C9), 140.4 (C4), 140.6 (C3), 145.7 (C6),
148.8 (C12), 151.1 (C11y C13).

|E-EM 429.0 [M+1], 207.0 [M-221.14], 167.1 [M-261.04]
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Sintesis del compuesto 4’-((2-metoxi-4-((2,4,6-trioxotetrahidropirimidin-5(2H)-
iliden)metil)fenoxi)metil-[1,1’-bifenil]-2-carbonitrilo (JCS-4)
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En un matraz bola de 25 mL de una boca equipado con calentamiento, agitacion
magnética, trampa Dean-Stark y refrigerante en posicién de reflujo se colocaron
200 mg (0.00058 mol, 1 equiv) de JCS-16, 111 mg (0.00087 mol, 1.5 equiv) de
acido barbiturico, y 21 mg (0.00017 mol, 0.3 equiv) de acido benzoico en 10 mL de
tolueno anhidro, esta mezcla se mantuvo a ~60°C durante 20 minutos.
Completado este tiempo se afiadieron 17uL (14mg, 0.00017 mol, 0.3 equiv) de
piperidina y la temperatura se elevé hasta los ~90°C manteniendo agitacion
constante. La reaccion se monitore6 utilizando CCF cada dos horas, para esto se
tomé una gota directa de la reaccion y se colocé en una placa de toque, donde se
espero hasta que se evaporara todo el disolvente y se agregd una gota de AcOEt.
Posteriormente se tomo la muestra para la elucidén de la placa, referenciando al
precursor JCS-15. Se observé la formacion de un producto diferente al precursor,
y al cabo de 7 horas la reaccidén se completd. La reaccion se detuvo y se espero
hasta que se enfriara la mezcla. Se rotaevaporé todo el disolvente obteniéndose
un sélido amarillo canario. A continuacion, este sélido se lavé por repulpado donde
se agregaron 10 mL de agua fria a un matraz con el sélido en agitacion constante,
durante unos minutos. Finalmente, el sélido fue recuperado por filtrado al vacio
dejandose secar por 12h. El producto final fue un polvo color amarillo canario con
un rendimiento de 79% y presentd un punto de fusibn con descomposicion
experimental de 239.9-240°C °C. Las placas de CCF fueron eluidas con el
sistema Il. Rendimiento global 73.5%.

RMN 'H (600 MHz, DMSO-d6): & 3.33 (s,3H), 4.83 (s, 2H), 7.08(d,1H), 7.12
(m,4H), 7.29 (m,1H), 7.40 (d,1H, J,=8.89), 7.41 (ddd,2H), 7.45 (ddd,2H), 7.76 (d,1H,
Jo=8.89), 7.79 (s, 1H), 7.92 (dd, 1H), 10.68 (s,1H), 10.8 (s,1H).

RMN 13C (150 MHz, DMSO-d6): & 56.3 (C7), 70.3 (C8), 110.9 (C6"), 113.1 (C2),
116.1 (C5), 117.9 (CN), 119.3 (C10), 126 (C6), 128.7 (C1), 129 (C3'y C5'), 129.7
(C2'y C6'), 130.9 (C2"), 132.1 (C4"), 134.3 (C3"), 134.6 (C5"), 137.7 (C1)), 138.4
(C4"), 144.9 (C1"), 148.7 (C4), 150.9 (C3), 153.3 (C9), 156.1 (C13), 163.1 (C11),
164.7 (C12).

|E-EM 192.1 [M-261.03], 165.1 [M-288.03]
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Sintesis del compuesto 5-(3-metoxi-4-(-2-morfolinetoxi)benciliden)pirimidin-
2,4,6-(1H,3H,5H)triona (JCS-5)
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En un matraz bola de 25 mL de una boca equipado con calentamiento, agitacion
magnética, trampa Dean-Stark y refrigerante en posicion de reflujo se colocaron
200 mg (0.00076 mol, 1 equiv) de JCS-17, 118 mg (0.00130 mol, 1.5 equiv) de
acido barbiturico, y 63 mg (0.00052mol, 0.6 equiv) de &cido benzoico en 10 mL de
tolueno anhidro, esta mezcla se mantuvo a ~60°C durante 20 minutos.
Completado este tiempo se afiadieron 25uL (22mg, 0.00026 mol, 0.3 equiv) de
piperidina y la temperatura se elevd hasta los ~90°C manteniendo agitacion
constante. La reaccion se monitoreo utilizando CCF cada dos horas, para esto se
tomo una gota directa de la reaccion y se coloc6 en una placa de toque, donde se
espero6 hasta que se evaporara todo el disolvente y se agregd una gota de AcOEt.
Posteriormente se tomo la muestra para la elucion de la placa, referenciando al
precursor JCS-17. Se observo la formacidén de un producto diferente al precursor,
y al cabo de 17 horas la reaccion se completd. La reaccion se detuvo y se espero
hasta que se enfriara la mezcla. Se rotaevaporo6 todo el disolvente obteniéndose
un sélido beige pélido. A continuacién, este sélido se lavo por repulpado donde se
agregaron 10 mL de MeOH frio a un matraz con el sdélido en agitacién constante,
durante unos minutos. Finalmente, el sélido fue recuperado por filtrado al vacio
dejandose secar por 12h. El producto final fue un polvo color beige palido con un
rendimiento de 68% y presentd un punto de fusién experimental de 218.3-221.8°C

°C. Las placas de CCF fueron eluidas con el sistema |. Rendimiento global 55.7%.

RMN 'H (600 MHz, DMSO-d6): & 3.42 (m, 10H), 3.72 (s,3H), 4.12 (t, 2H), 7.49
(t,1H), 7.61(d,1H, Jo=7.56), 7.94 (d,1H, Jo=7.62), 8.44 (s,1H), 11.09 (s, 2H).

RMN 13C (150 MHz, DMSO-d6): § 43.7(C7), 52.66 (C9), 55.5 (C2' y C3"), 56.1 (C1'
y C4", 64.55 (C8), 111.7 (C2), 119 (C11), 128.6 (C5), 129.2 (C6), 132.9 (C1),
144.7 (C3), 148.6 (C4), 150.7 (C10), 151.6 (C12 y C14), 167.7 (C13).

|E-EM 252.9 [M-122.24], 128.0 [M-247.14], 85.0 [M-290.14].
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Sintesis del compuesto (2)-5-(3-metoxi-4-(quinolin-2-
ilmetoxi)benzyliden)imidazolidin-2,4-diona (JCS-7)
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En un matraz bola de 25 mL de una boca equipado con calentamiento, agitacion
magnética, trampa Dean-Stark y refrigerante en posicién de reflujo se colocaron
100 mg (0.00034 mol, 1 equiv) de JCS-13, 68 mg (0.00068 mol, 2 equiv) de la
hidantoina, y 24 mg (0.0002mol, 0.6 equiv) de acido benzoico en 8 mL de tolueno
anhidro, esta mezcla se mantuvo a ~60°C durante 20 minutos. Completado este
tiempo se afadieron 15uL (17mg, 0.0002 mol, 0.6 equiv) de piperidina y la
temperatura se elevo hasta los ~90°C manteniendo la agitacion constante. La
reaccion se monitored utilizando CCF cada dos horas, para esto se tomd una gota
directa de la reaccion y se coloco en una placa de toque, donde se esperd hasta
que se evaporara todo el disolvente y se agregé una gota de acetona.
Posteriormente se tomo la muestra para la elucién de la placa, referenciando al
precursor JCS-18. Se observé la formacion de un producto diferente al precursor,
y al cabo de 12 horas la reaccién se completd. Se detuvo el calentamiento y se
esper0 hasta que se enfriara la mezcla. Se rotaevapor6 todo el disolvente
obteniéndose un solido amarillo. A continuacion, este sdlido se lavé por repulpado
donde se agregaron 10 mL de MetOH frio a un matraz con el sélido en agitacién
constante, durante unos minutos. Finalmente, el sélido fue recuperado por filtrado
al vacio dejandose secar por 12h.Este repulpado se llevé a cabo una segunda vez
esta vez con 7 mL de MetOH. El producto final fue un polvo color verde palido con
un rendimiento de 62% y presentd un punto de fusién experimental de 245.1-247.
°C. Las placas de CCF fueron eluidas con el sistema Ill. Rendimiento global
32.2%.

RMN 'H (600 MHz, DMSO-d6): & 3.90 (s, 1H), 5.67 (s, 1H), 6.50 (s, 1H), 7.26
(d,1H,Jm =1.98), 7.33 (,2H), 7.62 (t, 1H, Jo=7.63), 7.67 (ddd, 1H, Jo=7.44,
Jm=1.98), 7.77 (d, 1H, Jo=7.02), 8.04 (d, 1H, J0=8.28), 8.08 (dd, 1H, J0=6.6,
Jm=1.86), 8.21 (d, 1H, Jo=7.98), 10.65 (s, 1H), 11.26 (s, 1H).

RMN 8C (150 MHz, DMSO-d6): & 56.0 (C7), 68.8 (C8), 109.7 (C9), 113.4
(C2),125.7 (C6), 126.3 (C5), 126.5 (C3'), 126.7 (C1), 127.1 (C6’), 128.8 (C10),
129.0 (C4a’), 129.3 (C5'), 131.6 (C8'), 132.8 (C7’), 133.7 (C4’), 148.8 (C4), 149.6
(C3), 156.2 (C8a’), 158.8 (C12), 166.1 (C2'), 174.3 (C11).

IE-EM: 377 [M+], 264.2 [M-111.02],180.2 [M-194.8], 222.2 [M-152.8], 296.2 [M-
78.9].
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Sintesis del compuesto (Z2)-5-(3-metoxi-4-(naftalen-1-ilmetoxi)benciliden)
imidazolidin-2,4-diona (JCS-8)
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06 eq

En un matraz bola de 25 mL de una boca equipado con calentamiento, agitacion
magnética, trampa Dean-Stark y refrigerante en posicién de reflujo se colocaron
200 mg (0.0006 mol, 1 equiv) de JCS-14, 136 mg (0.0012 mol, 2 equiv) de
hidantoina, y 43 mg (0.00036mol, 0.6 equiv) de &cido benzoico en 10 mL de
tolueno anhidro, esta mezcla se mantuvo a ~60°C durante 20 minutos.
Completado este tiempo se afiadieron 35uL (30mg, 0.00036 mol, 0.6 equiv) de
piperidina y la temperatura se elevé hasta los ~90°C manteniendo agitacion
constante. La reaccion se monitore6 utilizando CCF cada dos horas, para esto se
tomé una gota directa de la reaccion y se colocé en una placa de toque, donde se
esperd hasta que se evaporara todo el disolvente y se agregé una gota de
acetona. Posteriormente se tomdé la muestra para la elucion de la placa,
referenciando al precursor JCS-14. Se observo la formacion de un producto
diferente al precursor, y al cabo de 15 horas la reaccion se completd. La reaccién
se detuvo yse esperd hasta que se enfriara la mezcla. Se rotaevaporé todo el
disolvente obteniéndose un sélido amarillo pélido. A continuacion, este soélido se
lavé por repulpado donde se agregaron 10 mL de MetOH frio a un matraz con el
sélido en agitacién constante, durante unos minutos. Finalmente, el solido fue
recuperado por filtrado al vacio dejandose secar por 12h. El producto final fue un
polvo color amarillo palido con un rendimiento de 66% y presentd un punto de
fusion con descomposicion experimental de 233.1-235.2°C °C. Las placas de CCF
fueron eluidas con el sistema Ill. Rendimiento global 62.7%.

RMN *H (600 MHz, DMSO-d6): & 3.77 (s,3H), 5.54 (s,2H), 6.37(s,1H), 7.13(d,1H,
Jn=1.98), 7.20(dd,1H, J,=8.76, Jn=1.92), 7.21(d,1H, Jo=8.4), 7.50 (t,1H, Jo=7.74),
7.55 (m,2H), 7.65 (d,1H, Jo=7.86), 7.91 (d,1H, J,=6.9), 7.95 (d,1H, J,=7.68), 8.08
(d,1H, Jo=8.76), 10.48 (s,1H), 11.15 (s,1H).

RMN 13C (150 MHz, DMSO-d6): & 56 (C7), 68.8 (C8), 109.5 (C9), 113.3, (C2),
114.1 (C6), 123.3 (C5), 125.8 (C3), 126.4 (C6' y C7"), 126.7 (C2'), 126.9 (C4),
127.2 (C5'), 128.9 (C1), 129.2 (C10), 131.64 (C8', 133.7 (C4a), 148.8 (C1'y
C8a)), 156.2 (C4),158.7 (C3), 166 (C12), 174.3 (C11).

IE-EM 142.1 [M-232.03], 115.0 [M-259.13], 89.0 [M-285.143].
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Sintesis del compuesto (Z2)-5-(4-([1,1’-bifenil]-3-ilmetoxl)-3-metoxibenciliden)
imidazolidin-2,4,-diona (JCS-9)

0 o
H HNJ( ©)L
+ NH 056 eq H N
0 lﬂ Tolueno ﬁ
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2 eq

N 06 eq
ICS-15 JCs-9

En un matraz bola de 25 mL de una boca equipado con calentamiento, agitacion
magnética, trampa Dean-Stark y refrigerante en posicién de reflujo se colocaron
200 mg (0.00062 mol, 1 equiv) de JCS-15, 125 mg (0.00124 mol, 2 equiv) de
hidantoina, y 45 mg (0.00037 mol, 0.6 equiv) de acido benzoico en 10 mL de
tolueno anhidro, esta mezcla se mantuvo a ~60°C durante 20 minutos.
Completado este tiempo se afiadieron 36uL (18mg, 0.00037 mol, 0.3 equiv) de
piperidina y la temperatura se elevé hasta los ~90°C manteniendo agitacion
constante. La reaccion se monitore6 utilizando CCF cada dos horas, para esto se
tomd una gota directa de la reaccion y se colocé en una placa de toque, donde se
esper0 hasta que se evaporara todo el disolvente y se agregé una gota de
acetona. Posteriormente se tomdé la muestra para la elucion de la placa,
referenciando al precursor JCS-15. Se observo la formacion de un producto
diferente al precursor, y al cabo de 12 horas la reaccion se completd. La reaccién
se detuvo y se esperd hasta que se enfriara la mezcla. Se rotaevapor6 todo el
disolvente obteniéndose un sélido amarillo pélido. A continuacion, este soélido se
lavé por repulpado donde se agregaron 10 mL de MetOH frio a un matraz con el
sélido en agitacién constante, durante unos minutos. Finalmente, el solido fue
recuperado por filtrado al vacio dejandose secar por 12h. El producto final fue un
polvo color amarillo palido con un rendimiento de 84% y presentd un punto de
fusion experimental de 238.9-241.2°C. Las placas de CCF fueron eluidas con el
sistema Il. Rendimiento global 53.7%.

RMN *H (600 MHz, DMSO-d6): & 3.82 (s,3H), 5.18 (s, 2H), 6.36 (s, 1H), 7.07
(d,1H, Jo=8.22), 7.11 (s,1H), 7.16 (d,1H, J0=7.86, Jm=2.04), 7.37-7.32 (m,1H),
7.47-7.41 (m,4H), 7.62 (d,2H, Jo=7.68), 7.66 (s,1H), 7.71 (s,1H), 9.81 (s, 1H),10.61
(s, 1H).

RMN 13C (150 MHz, DMSO-d6): § 57.3 (C7), 65.8 (C8), 119.1 (C9), 123.0 (C2),
123.7 (C5), 130.6 (C10), 132.9 (C6), 136.2 (C6’), 136.3 (C2), 136.4 (C1), 137.6
(C5"), 136.7 (C3” y C5”), 136.9 (C4’),139.0 (C2”), 139.2 (C4"y C6"), 147.7 (C1),
150.0 (C1”), 150.4 (C3'), 158.3(C4), 159.2(C3), 168.4 (C12),183.9 (C11).

IE-EM 400 [M+], 121.1 [M-278.9], 93.1 [M-306.9]
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Sintesis del compuesto (2)-4’-((2,5-dioxoimidazolidin-4-iliden)metil)-2-
metoxifenoxi)metil)-[1,1’-bifenil]-2-carbonitrilo (JCS-10)
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JCS-16 2 eq 06 e Se5.10

En un matraz bola de 25 mL de una boca equipado con calentamiento, agitacion
magnética, trampa Dean-Stark y refrigerante en posicién de reflujo se colocaron
200 mg (0.0005 mol, 1 equiv) de JCS-16, 116 mg (0.00116 mol, 2 equiv) de
hidantoina, y 42 mg (0.00034 mol, 0.6 equiv) de acido benzoico en 10 mL de
tolueno anhidro, esta mezcla se mantuvo a ~60°C durante 20 minutos.
Completado este tiempo se afiadieron 34uL (28mg, 0.00034 mol, 0.6 equiv) de
piperidina y la temperatura se elevé hasta los ~90°C manteniendo agitacion
constante. La reaccion se monitore6 utilizando CCF cada dos horas, para esto se
tomd una gota directa de la reaccion y se colocé en una placa de toque, donde se
esperd hasta que se evaporara todo el disolvente y se agregé una gota de
acetona. Posteriormente se tomdé la muestra para la elucion de la placa,
referenciando al precursor JCS-16. Se observo la formacion de un producto
diferente al precursor, y al cabo de 12 horas la reaccion se completd. La reaccién
se detuvo y se esperd hasta que se enfriara la mezcla. Se rotaevapor6 todo el
disolvente obteniéndose un sélido amarillo palido. A continuacién, este sélido se
lavé por repulpado donde se agregaron 10 mL de MetOH frio a un matraz con el
sélido en agitaciéon constante, durante unos minutos. Finalmente, el solido fue
recuperado por filtrado al vacio dejandose secar por 16h. El producto final fue un
polvo color amarillo palido con un rendimiento de 76% y presentd un punto de
fusion experimental de 226.1-228°C°C. Las placas de CCF fueron eluidas con el
sistema Il. Rendimiento global 70.6%.

RMN *H (600 MHz, DMSO-d6): & 3.83 (s,3H), 5.20 (s, 2H), 6.37 (s, 1H), 7.08
(d,1H, Jo=8.4), 7.14 (d,1H, Jn=2.04), 7.17 (d,1H, Jo=8.34, Jn=2.04), 7.6 (M, 6H),
7.7 (t1H, Jo=7.7, In=2.6), 7.93 (d,1H, Jo=7.8), 10.48 (s,1H), 11.15 (s,1H)

RMN 13C (150 MHz, DMSO-d6): § 56.2 (C7), 69.8 (C8), 109.5 (C6"), 110.5 (C2),
113.3 (C9), 113.8 (C5), 119 (CN)123.2 (C6 y C10), 126.5 (C2"), 126.7 (C2'y C6),
128.5 (C4"), 128.7 (C1), 129.2 (C3"),130.5 (C5"), 134 (C5), 134.3 (C3"), 137.8
(C11,137.9 (C4"), 144.6 (C1"), 148.6 (C4), 149.5 (C3), 156.1 (C12), 166 (C11).

|E-EM 283.0 [M-142.14], 192.1 [M-233.13], 163.0 [M-261.14], 109 [M-316.14].
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Sintesis del compuesto (2)-5-(3-metoxi-4-(2-
morpholinoetoxi)benciliden)imidazolidin-2,4-diona (JCS-11)
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En un matraz bola de 25 mL de una boca equipado con calentamiento, agitacion
magnética, trampa Dean-Stark y refrigerante en posicién de reflujo se colocaron
100 mg (0.00094 mol, 1 equiv) de JCS-17, 75 mg (0 0.002 mol, 2 equiv) de
hidantoina, y 27 mg (0.0005 mol, 0.6 equiv) de &cido benzoico en 8 mL de tolueno
anhidro, esta mezcla se mantuvo a ~60°C durante 20 minutos. Completado este
tiempo se afadieron 41uL (40mg, 0.0005 mol, 0.6 equiv) de piperidina y la
temperatura se elevé hasta los ~90°C manteniendo agitacion constante. La
reaccion se monitored utilizando CCF cada dos horas, para esto se tomo6 una gota
directa de la reaccién y se coloc6 en una placa de toque, donde se esper6 hasta
que se evaporara todo el disolvente y se agregd una gota de acetona.
Posteriormente se tomo la muestra para la elucion de la placa, referenciando al
precursor JCS-17. Se observo la formacidén de un producto diferente al precursor,
y al cabo de 12 horas la reaccion se completd. La reaccién se detuvo y se esperé
hasta que se enfriara la mezcla. Se rotaevaporo6 todo el disolvente obteniéndose
un sélido amarillo palido. A continuacion, este soélido se lavé por repulpado donde
se agregaron 10 mL de MetOH frio a un matraz con el solido en agitacion
constante, durante unos minutos. Finalmente, el sélido fue recuperado por filtrado
al vacio dejandose secar por 16h. El producto final fue un polvo color amarillo
palido con un rendimiento de 76% y presenté un punto de fusién experimental de
237.3-238.9°C. Las placas de CCF fueron eluidas con el sistema lll. Rendimiento
global 70.6%.

RMN H (600 MHz, DMSO-d6): & 2.69 (t, 2H), 3.57 (t,4H), 3.82 (s, 3H), 3.84
(s,4H), 4.10 (t,2H), 6.38 (s,1H), 6.99(d,1H,J0=8.28), 7.12 (d,1H, Jm=1.92),
7.17(dd,1H, J0=9.06,Jm=1.93), 10.48 (s,1H), 10.61 (s,1H)

RMN 13C (150 MHz, DMSO-d6): § 47.6(C9),54.0 (C7), 56.2 (C1'y C4’), 57.3 (C2'y
C3’), 66.6 (C8), 109.6 (C10), 113.3 (C3), 113.5 (C2), 123.4 (C6), 126.2 (C1), 126.6
(C11), 148.9 (C4), 149.4 (C3), 166.0 (C13), 174.3 (C12).

|E-EM 296 [M-51.15], 264.2 [M-83.15], 180.2 [M-166.95]
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Sintesis de precursores

Sintesis del compuesto 3-metoxi-4-(quinolin-2-il-metoxi)benzaldehido (JCS-
13)
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En un matraz bola de 50 mL, equipado con agitacibn magnética, atmésfera de
nitrégeno y refrigerante se colocaron 0.5 g (0.0032 mol, leq) de 4-hidroxi-3-
metoxibenzaldehido (19), 1.095 g (0.0075 mol, 2.2eq) de K2COs3 en 20mL de
acetonitrilo seco a ~45 °C durante 30 minutos para generar el fenolato.
Transcurrido la media hora se afiadié al matraz 0.635 g (0.0035 mol, 1.1eq) de 2-
clorometilquinolina (20) y yoduro de potasio en cantidad catalitica. La reaccion se
estuvo monitoreando con una gota directa de la reaccion y haciendo una
miniextraccion con AcOEt para aplicar un toque en la placa usando CCF
(referencia  con  4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido 'y  2-clorometilquinolina),
observando la aparicion de subproductos. La reaccion fue detenida hasta observar
que las materias primas fueron agotadas, ademas, de observar un el producto;
ademas se efectuo la prueba de FeCls para detectar la presencia de fenol (19), en
coloraciéon azul. Al transcurrir 14h (fin de la reaccion) se llevo a rotaevaporar para
eliminar el disolvente. Obteniendo un soélido gris, se llevé a cabo un repulpe con
agua fria manteniendo agitacion constante, seguido de una filtracion. Se llevo a
cabo una purificacion usando columna flash, obteniendo un polvo beige con punto
de fusion de 108.3-109.9°C y un rendimiento de 52% para el compuesto JCS-13.
Las placas de CCF fueron eluidas en el sistemal I.

RMN H (600 MHz, DMSO-d6): & 3.99 (s,3H), 5.55 (s,2H), 7.05 (d,1H, J0=8.22),
7.35 (dd,1H, Jo=7.02, Jn=1.75), 7.45 (d,1H, Jn=1.7), 7.56 (M, 1H, Jo=7.8, Jm=1.4),
7.67 (d, 1H, Jo=8.5Hz), 7.75 (M, 1H, Jo=7.7, Jm=2.5), 7.81 (d, 1H, Jo=8.1), 8.19 (d,
1H, J,=4.98), 8.9(d, 1H, J,=5.38), 9.87 (s,1H).

IE-EM 293.1[M+], 142.2 [M-150.9].
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Sintesis del compuesto 3-metoxi-4-(naftalen-1-ilmetoxi)benzaldehido (JCS-
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En un matraz bola de 50 mL, equipado con agitacion magnética, atmosfera de
nitrogeno y refrigerante se colocaron 0.335 g (0.0022 mol, 1.2eq) de 4-hidroxi-3-
metoxibenzaldehido (19), 0.547 g (0.0039 mol, 2.2eq) de K2COs en 20mL de
acetonitrilo seco a ~60 °C durante 30 minutos para generar el fenolato.
Transcurrido la media hora se afiadié al matraz 0.5 g (0.0018 mol, 1leq) de 2-
clorometilnaftaleno (21) y yoduro de potasio en cantidad catalitica. La reaccion se
estuvo monitoreando con una gota directa de la reaccion y haciendo una
miniextraccion con AcOEt para aplicar un toque en la placa usando CCF
(referencia con  4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido 'y  2-clorometilnaftaleno),
observando la aparicion de subproductos. La reaccion fue detenida hasta observar
que las materias primas fueron agotadas, ademds, de observar un el producto;
ademas se efectuo la prueba de FeCls para detectar la presencia de Fenol (19), en
coloracion azul. Al transcurrir 12h (fin de la reaccion) se llevé a rotaevaporar para
eliminar el disolvente. Obteniendo un sélido blanco, se llevo a cabo un repulpe con
agua fria manteniendo agitacion constante para eliminar el carbonato de potasio
remanente y después filtrar al vacio obteniendo un sélido blanco con punto de
fusion de 98.5-99.8°C y un rendimiento de 95% para el compuesto JCS-14. Las
placas de CCF fueron eluidas en el sistema .

RMN H (600 MHz, DMSO-d6): & 3.74 (s,3H), 5.66 (s,2H), 6.60 (d,1H, J0=5.64),
7.43 (d,1H, Jn=2.0), 7.47 (d,1H, Jo=8.28), 7.53 (dd,1H, Jo=7.02, Jm=1.32), 7.55
(m,2H), 7.69 (d,1H, Jo=6.96), 7.96 (d,1H, Jo=8.28), 7.98 (d,1H, Jo=7.38), 8.09
(d,1H, Jo=7.86), 9.87 (s,1H).

IE-EM 264.1 [M-264.1], 128.0 [M-164.11].
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Sintesis del compuesto 4-([1,1’-bifenil]-3-ilmetoxi)-3-metoxibenzaldehido
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En un matraz bola de 50 mL, equipado con agitacion magnética, atmdsfera de
nitrogeno y refrigerante se colocaron 0.5 g (0.0032 mol, 1.eq) de 4-hidroxi-3-
metoxibenzaldehido (19), 0.607 g (0.0045 mol, 2.2eq) de K2COs3 en 20mL de
acetonitrilo seco a ~60 °C durante 30 minutos para generar el fenolato.
Transcurrido la media hora se afiadié al matraz 0.962 g (0.0039 mol, 1.2eq) de 3-
(bromometil)-1,1’bifenilo (22) y yoduro de potasio en cantidad catalitica. La
reaccion se estuvo monitoreando con una gota directa de la reaccién y haciendo
una miniextraccion con AcEt para aplicar un toque en la placa usando CCF
(referencia con 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido y 3-(bromometil)-1,1’bifenilo),
observando la aparicion de subproductos. La reaccion fue detenida hasta observar
que las materias primas fueron agotadas, ademas, de observar un el producto;
ademas se efectuo la prueba de FeCls para detectar la presencia de Fenol (19), en
coloracién azul. Al transcurrir 9h (fin de la reaccién) se llevé a rotaevaporar para
eliminar el disolvente. Obteniendo un sélido blanco, se llevé a cabo un repulpe con
agua fria manteniendo agitacién constante para eliminar el carbonato de potasio
remanente y después filtrar al vacio obteniendo un sélido blanco con punto de
fusién de 84.1-85.4°C y un rendimiento de 64% para el compuesto JCS-15. Las
placas de CCF fueron eluidas en el sistema .

RMN *H (600 MHz, DMSO-d6): § 3.84 (s,3H), 5.29 (s, 2H), 7.32 (d,1H, J0o=8.52),
7.38 (t,1H, Jo=6.78), 7.43 (s,1H), 7.48 (m,4H),7.56 (dd,1H, Jo=6.9, Jn=0.12), 7.66
(m,3H), 7.77 (s,1H), 9.84 (s, 1H).

|E-EM 318.1[M+], 167.1 [M-151], 152.1 [M-166].
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Sintesis de 4’-((4-formil-2-metoxifenoxi)metil)-[1,1’-bifenil]-2-carbonitrilo
(JCS-16)
O
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En un matraz bola de 50 mL, equipado con agitacion magnética, atmdsfera de
nitrogeno y refrigerante se colocaron 0.305 g (0.002 mol, 1.1.eq) de 4-hidroxi-3-
metoxibenzaldehido (19), 0.552 g (0.004 mol, 2.2eq) de K2COs en 20mL de
acetonitrilo seco a ~60 °C durante 30 minutos para generar el fenolato.
Transcurrido la media hora se afiadié al matraz 0.5 g (0.0018 mol, leq) de
4’(bromometil)-[1,1’-bifenil]-2-carbonitrilo (23) y yoduro de potasio en cantidad
catalitica. La reaccién se estuvo monitoreando con una gota directa de la reaccion
y haciendo una miniextraccion con AcOEt para aplicar un toque en la placa
usando CCF (referencia con 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido y 4’(bromometil)-
[1,1’-bifenil]-2-carbonitrilo), observando la aparicién de subproductos. La reaccion
fue detenida hasta observar que las materias primas fueron agotadas, ademas, de
observar un el producto; ademas se efectlo la prueba de FeCls para detectar la
presencia de Fenol (19), en coloracién azul. Al transcurrir 8h (fin de la reaccién) se
llevé a rotaevaporar para eliminar el disolvente. Obteniendo un sélido blanco muy
fino, se llevd a cabo un repulpe con agua fria manteniendo agitacion constante
para eliminar el carbonato de potasio remanente y después filtrar al vacio
obteniendo un sélido blanco con punto de fusion de 161.0-162.3°C y un
rendimiento de 64% para el compuesto JCS-16. Las placas de CCF fueron eluidas
en el sistema I.

RMN 'H (600 MHz, DMSO-d6): 8§ 3.86 (s,3H), 5.31 (s,2H), 7.32 (d,1H, J,=8.22),
7.44 (d,AH, JIn=1.92), 7.56 (dd,1H, Jo=8.4, JIm=1.98),7.59 (dd,1H, Jo,=7.86,
In=2.82), 7.63 (m,5H), 7.80 (t,1H, Jo=7.45, Jn=3.36), 7.97 (d, 1H, Jo=7.44), 9.85
(s,1H).

|E-EM 343.1 [M+], 192.1[M-151.02], 165.1 [M-178.02].

Sintesis del compuesto 3-metoxi-4-(2-morfolinetoxi)benzaldehido (JCS-17)
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En un matraz bola de 50 mL, equipado con agitacibn magnética, atmdsfera de
nitrégeno y refrigerante se colocaron 0.5 g (0.0032 mol, leq) de 4-hidroxi-3-
metoxibenzaldehido (19), 0.883 g (0.0064 mol, 2 eq) de K2COs en 20mL de
acetonitrilo seco a ~60 °C durante 30 minutos para generar el fenolato.
Transcurrido la media hora se afiadio al matraz 0.777 g (0.0052 mol, 1eq) de 4-(2-
cloroetil)morfolina (24) y yoduro de potasio en cantidad catalitica. La reaccion se
estuvo monitoreando con una gota directa de la reaccion, dejando secar el
acetonitrilo y aplicando una gota de acetona y H20 para aplicar un toque en la
placa cromatogréfica (referencia con 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido), observando
la aparicion de subproductos. La reaccion fue detenida hasta observar que la
materia prima (19) fue agotada, ademas, de observar un el producto. Se efectlo la
prueba de FeCls para detectar la presencia de Fenol (19), en coloracion azul. Al
transcurrir 18h (fin de la reaccién) se llevé a rotaevaporar hasta dejar un poco del
disolvente. Para eliminar el carbonato de potasio remanente, se llevdo una
extraccion por triplicado con AcOEt y H20 saturada con carbonato de sodio. Se
rotaevaporaron las 3 fases organicas de AcOEt hasta sequedad, obteniendo un
sélido blanco con punto de fusion de 268.7-269.9°C °C y un rendimiento de 84%
para el compuesto JCS-17. Las placas de CCF fueron eluidas en el sistema Ill.

RMN 'H (600 MHz, DMSO-d6): & 2.43 (t,4H), 3.27 (t,4H), 3.32 (s,3H), 3.50 (t,2H),
4.28 (t,2H), 6.96 (d,1H, Jo=8.28),7.15 (d,1H, Jn=1.92),7.32 (dd,1H, Jo=9.06,
Jn=1.92), 8.88 (s,1H).

|E-EM 236 [M-29], 98.1[M-1670.3].
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Optimizacion de la Sintesis de 3-metoxi-4-(2-morfolinetoxi)benzaldehido
(JCS-17)

o]
°~
19

25

11 eq Teq

En un vial especial para el equipo Monowave 50, se agregaron 0.150 g (0.00098
mol, 1 eq) de 4-hidroxi-3metoxibenzaldehido y 0.159g (0.00107mol, 1.1 eq) de 4-
(2-cloroetil) morfolina en acetonitrilo seco utilizando agitacibn magnética y
atmosfera de nitrégeno. Se coloc6 una tapa especial del reactor con septum de
teflon para sellar el vial. La reaccion se llevé a cabo a 110°C, a 10 bares de
presion en ciclos de 10 minutos, utilizando calentamiento AFAP (As Fast As
Possible). La reaccion se estuvo monitoreando al finalizar cada ciclo usando el
sistema |l para la elaboracion de la CCF. Una vez observado el término de la
reaccion se obtuvo una tonalidad rosa en el disolvente. Este se transfirio a un
matraz de 10 mL para su rotaevaporacién a sequedad. Para su purificacion el
sélido de tonalidad rosa pastel se llevo a repulpe con MetOH dejando en agitacién
durante 10 min y posteriormente llevar a filtraciébn con vacio. Finalmente, el sélido
se dejo secar durante 12 h obteniendo un rendimiento del 62% y puntos de fusion
caracteristicos como el compuesto JCS-17 obtenido por calentamiento
convencional.

El tiempo de sintesis se mejor6 hasta 54 veces pasando de 18h (1080 min) en
calentamiento convencional a 20 minutos en el reactor Monowave 50.

RMN 'H (600 MHz, DMSO-d6): 8 2.43 (t,4H), 3.27 (t,4H), 3.32 (s,3H), 3.50 (t,2H),
4.28 (t,2H), 6.96 (d,1H, Jo=8.28),7.15 (d,1H, Jn=1.92),7.32 (dd,1H, Jo=9.06,
Jn=1.92), 8.88 (s,1H).

|E-EM 236 [M-29], 98.1[M-1670.3].

197



Sintesis del compuesto 3-metoxi-4-(2-(piperidin-1-il)etoxi)benzaldehido (JCS-
18)

o o
KO, )
+ 2eq
N > N\/\
SN Ho CH,ON o
0\ /O
2 19 Jcs-18

En un matraz bola de 50 mL, equipado con agitacibn magnética, atmoésfera de
nitrogeno y refrigerante se colocaron 0.5 g (0.0032 mol, 1eq) de 4-hidroxi-3-
metoxibenzaldehido (19), 0.883 g (0.0064 mol, 2 eq) de K2COs en 20mL de
acetonitrilo seco a ~60 °C durante 30 minutos para generar el fenolato.
Transcurrido la media hora se afiadio al matraz 0.518 g (0.0052 mol, 1eq) de 1-(2-
cloroetil) piperidina (24) y yoduro de potasio en cantidad catalitica. La reaccién se
estuvo monitoreando con una gota directa de la reaccion, dejando secar el
acetonitrilo y agregando una gota de acetona y H20 para aplicar un toque en la
placa cromatogréfica (referencia con 4-hidroxi-3-metoxibenzaldehido), observando
la aparicion de subproductos. La reaccién fue detenida hasta observar que la
materia prima (19) fue agotada, ademas, de observar un el producto. Se efectlo la
prueba de FeCls para detectar la presencia de Fenol (19), en coloracion azul. Al
transcurrir 16h (fin de la reaccion) se llevo a rotaevaporar hasta dejar un poco del
disolvente. Para eliminar el carbonato de potasio remanente, se llevd una
extraccion por triplicado con AcOEt y H20 saturada con carbonato de sodio. Se
rotaevaporaron las 3 fases organicas de AcOEt hasta sequedad, obteniendo un
sélido blanco con punto de fusién es mayor a 280°C y un rendimiento de 73% para
el compuesto JCS-18. Las placas de CCF fueron eluidas en el sistema .

RMN *H (600 MHz, DMSO-d6): & 1.74 (m,4H), 1.94 (t,6H), 2.15 (t,2H), 3.30 (s,
3H), 3.99 (s,2H), 7.72 (s,3H), 9.42 (s,1H)

EM-IE: 152.0 [M-111.15], 109.0 [M-154.15], 81.0 [M-182.12]
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Optimizacion de la Sintesis de 3-metoxi-4-(2-(piperidin-1-
il)etoxi)benzaldehido (JCS-18)

o

H
H
O V\ HO CH3CN CI \/\O

25 19 JCs-18
I.leq leq

En un vial especial para el equipo Monowave 50, se agregaron 0.150 g (0.00098
mol, 1 eq) de 4-hidroxi-3metoxibenzaldehido y 0.159g (0.00107mol, 1.1 eq) de 4-
(2-cloroetil) morfolina en acetonitrilo seco utilizando agitacion magnética y
atmosfera de nitrogeno. Se colocO una tapa especial del reactor con septum de
teflon para sellar el vial. La reaccion se llevé a cabo a 120°C, a 10 bares de
presion en ciclos de 5 minutos, utilizando calentamiento AFAP (As Fast As
Possible). La reaccion se estuvo monitoreando al finalizar cada ciclo usando el
sistema Il para la elaboracion de la CCF. Una vez observado el término de la
reaccion se obtuvo una tonalidad amarilla en el disolvente. Este se transfirié a un
matraz de 10 mL para su rotaevaporacion a sequedad. Para su purificacion el
sélido blanco se llevé a repulpe con MetOH dejando en agitacion durante 10 min y
posteriormente llevar a filtracion con vacio. Finalmente, el sdlido se dejé secar
durante 12 h obteniendo un rendimiento del 58% del compuesto JCS-18 obtenido
por calentamiento convencional.

El tiempo de sintesis se mejoré hasta 90 veces pasando de 15h (900 min) en
calentamiento convencional a 10 minutos en el reactor Monowave 50.

RMN H (600 MHz, DMSO-d6): § 1.74 (m,4H), 1.94 (t,6H), 2.15 (t,2H), 3.30 (s,
3H), 3.99 (s,2H), 7.72 (s,3H), 9.42 (s,1H)

EM-IE: 152.0 [M-111.15], 109.0 [M-154.15], 81.0 [M-182.12]
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Espectro 50. RMN 13C del compuesto JCS-3 (150MHz, DMSO-d6)
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Espectro 51. RMN de *3C del compuesto JCS-3 (150MHz, DMSO-d6)
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Espectro 52. RMN de *H del compuesto JCS-4 (600MHz, DMSO-d6)
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Espectro 54. Espectro de EM del compuesto JCS-4 (Técnica: IE)
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Espectro 55. RMN de *H del compuesto JCS-5 (600MHz, DMSO-d6)
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Espectro 58. RMN *H del compuesto JCS-8 (600MHz, DMSO-d6)
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Espectro 59. RMN *3C del compuesto JCS-8 (150MHz, DMSO-d6)
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Espectro 60. Espectro de EM del compuesto JCS-8 (Técnica: IE)
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Espectro 61. RMN H del compuesto JCS-10 (600MHz, DMSO-d6)
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Espectro 62. RMN *3C del compuesto JCS-10 (150MHz, DMSO-d6)
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Espectro 63. Espectro de EM del compuesto JCS-10 (Técnica: IE)
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Espectro 64. RMN 'H del compuesto JCS-13 (600MHz, CHCI3-d6)
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Espectro 65. Espectro de EM del compuesto JCS-13 (Técnica: IE)

233



08¢ —

99°'S —

&v'L
8¥'L
QS'Ll
69'L7
S6°L
66'[%

01’8

Espectro 66. RMN 1H del compuesto JCS-14 (600MHz, CHCI3-d6)
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Espectro 67. Espectro de EM del compuesto JCS-14 (Técnica: IE)
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Espectro 68. RMN H del compuesto JCS-15 (600MHz, CHCI3-d6)
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Espectro 69. Espectro de EM del compuesto JCS-15 (Técnica: IE)
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Espectro 70. RMN 'H del compuesto JCS-16 (600MHz, CHCI3-d6)
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Espectro 71. Espectro de EM del compuesto JCS-16 (Técnica: IE)



13. ANEXOS

e Asistencia y presentacion de cartel en el VIII Simposio “Tendencias
actuales en la busqueda y desarrollo de farmacos” los dias 22 y 23 de junio
de 2022

en modalidad virtual.
e Asistencia y presentacion de cartel en la “XVII Reunion de la Academia
Mexicana de Quimica Organica” los dias 25 y 26 de agosto de 2022 en la

Benemérita Universidad Autonoma de Puebla, Puebla.
e Asistencia y presentacion de cartel en el “XVI Encuentro de Estudiantes de

Farmacia” el dia 28 de octubre de 2022 en la Facultad de Farmacia, UAEM.
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ANICIO)

Academia Mexicana de Quimica Orgdnica
Otorga la presente

CONSTANCIA

Samantha Juarez Cruz, Martin Mundo Campuzano,
Emanuel Hernandez Nufez, Rodrigo Aguayo Ortiz, Samuel
Estrada Soto y Gabriel Navarrete Vazquez

Por la presentacion del cartel titulado:

“Disefio y Sintesis de Barbituratos e Hidantoinas con
Afinidad Dual Sobre Blancos Terapéuticos Relacionados

con Diabetes”

En la XVII Reunion de la Academia Mexicana de Quimica Organica A. C.
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Sello electrénico

JESUS RIVERA ISLAS | Fecha:2023-04-04 11:04:34 | Firmante
oyqsUhzwSJblGecmeMLRI7EECVFoQ3Nuel7J9Y+S+08pg4eRYyxNZB29RcWx4n0gkS+1Movj+7kuKb6Due/NROESRLI8BWX2KJIR6rN6HPEOb9cMx4r+RIt7iYKvsRg6Aztiohqyht6y
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Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/eHAN6UyvZXxowzjUsA56qul7JzCNEeZZ
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Sello electrénico

JESSICA NAYELLI SANCHEZ CARRANZA | Fecha:2023-03-30 09:37:03 | Firmante
p75ZZN/U63d6RE4yGFv1rZGQwOX8evzRZ1nd/dMo4yjqyJaH7B/sTOQIEGSiB4aj29xcMG8UuHQX/B5L1L72K4jluRLHNaDDvyvccVV+iJFwwuVtuY U9KeU6cGjOH/EcqHifXqyXAJ
39BHJIWg5K4k+hQsy0aZk2BEMETqPDBI6urkYzaGJIxbE4Df47Fy4Zz9msmYZIE+PSZ73x8R0UQjXZilvebPZqL9ZvDJCryzV+QTJIG9fDHolI5cb0KrnjgAycybcOmmKtfUoAXf22B6K
4uGt5TeU/CAW40VCTVazI6MiGpuOARAeG+TMI0nkgX7zX5Yk96iks6BgAEOXG1G2k3A==

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

dp05ksQKD

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/YkAwIzrBzOtsfWQwPjrBeXmNI85hPpmJ
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Sello electrénico

SERGIO NEMORIO HIDALGO FIGUEROA | Fecha:2023-04-05 23:56:35 | Firmante
H+5KIgSfmINb8Lh3VOwWwOW+0OdW93ZViePLCKBIkIUR77PX0oUB+7jXP4g2s94HT9Latg3DI6 Ta8x9bD8eLdYuxHr3QK8fz+IYypjm5LW1gvwHSs1DDKeOoXhsWBIeE3ICAQTIIE
X01Um8gW2qNKY+UE9jTjRdJ5/77t+9Z8zkGlIfeW8XIkmNiHUCbAB/dvSGUJOve96MwyPQdCg2eASad67cckZylvgstQchhgBLfuwg67s9JzeZdzeHfilVOxwo5BVGFHs6ynXv1T60
LIZwRz41139Gj4CvMJjoO+lazp3uGPnwqg0s+Uxe4FBKA3C5QfmZRJIryO1xXhgn4RQoMjog==

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

HxSQctju9
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terapéuticos relacionados con diabetes”
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Miembro del jurado: Dr. Julio César Almanza Pérez
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La tesis:
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Firma Jurado Fecha

UA
Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca Morelos, México. C.P. 62209, Edificio 61, ala C, 2° piso. Tar\ﬁ
Tel. (777) 329 7000, Ext. 7986 Jefatura de Posgrado en Farmacia posgrado ff@uaem.mx EM

Una universidad de




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

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

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

Sello electrénico

JULIO CESAR ALMANZA PEREZ | Fecha:2023-03-30 12:58:17 | Firmante
Ng8PNv5z0OrKGDgpvMo3uKAD23yTjiMWIPUIDZc++NuDRor7Drn/+300NX00kmAjpOWQQ4Mc2BVBFtXf9200FqGfAIFXAjgHCSIjN8xSN3IspVgP8TicxLa7Cyuzng6NhZYqBql6
F6f1j1ju7+5msUxHQeeQ9i1p+A5EEiZIBD3J5xXE84xbpN6KJo+WCIBIPMI2mTQ3RuIBQUIGG5TDGDopILoritt TWRwZiHbgeMO60NKW/hSQZQoulHs3rb0x3hlwwi/AeaiA/8elogo
PMO03JCypoTvkiwBwtdZU9RqgoGEOah4quNynPVqQR/aqgUvX4MfSuz9bjuknVFIALeDyZg==

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

8ZJUyLOMw

https://efirma. uaem.mx/noRepudio/bHD5nhg7lizdeHzt7a2FcerpTchBt4
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Sello electrénico

JUAN GABRIEL NAVARRETE VAZQUEZ | Fecha:2023-03-29 13:42:56 | Firmante
hXk1cH64aiS0+4wZAHry7wf5eEa/gUo8xJc7mbU8d5HC8TgiOX8/BK/gTp/rIxRyYIXrtxoCS6298Sdu5PXf6kM4irGl6lgo+/Mh726BteNjwJGsKYRdAJIM/1vDosAMO3iBPzegBG8JsTR
rLIhoc/Qd/4XuG4lqi7TkAxZhJcqfMTJIrx/Xa571dToP5XSN7RobaWs8En5cqpzIRa8AH7OkL5GubAa3w3bPel2ihHQUJIK65RMjW3KoFLPGY 7MZaRtrOWbjHsJInl+Ro/vINJTeYhO6kv
5He4Li5MvU27MMbhoR4fTgTsAog+Rw8LIXpWFRgorFZWTOIfWKLcZUTcaUFosQ==

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

usMpAioln
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https://efirma.uaem.mx/noRepudio/Wsu9uc6LjXgHf4059gkASV9IcB4AQorgS
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