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RESUMEN

Los &cidos cinamicos o fenilpropenoicos son compuestos naturales que abundan en diversas
plantas y alimentos que consumimos frecuentemente, varios estudios han comprobado que
estos compuestos poseen distintas propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y anti
proliferativas que pueden reducir la incidencia de ciertas enfermedades crénicas como la
diabetes, el cancer y enfermedades cardiovasculares. Para la Diabetes Tipo 2 (DT2) existe
una amplia gama de tratamientos dirigidos a diversas dianas terapéuticas, entre ellas los
receptores del proliferador de peroxisomas (PPARS) y el mas novedoso, el receptor de 4cidos
grasos libres 1 (FFA1) o GRP40. Los ligandos endb6genos que son agonistas naturales de
estos receptores son acidos grasos, los cuales se componen de cadenas alifaticas medias (10
carbonos) o largas (<18 carbonos) y ademas contienen al acido carboxilico lo que les confiere
propiedades acidas (pKa 4~5), los derivados del &cido cinamico poseen estas mismas
caracteristicas compartidas, por esta razén las moléculas propuestas podrian actuar de
manera simultanea en estos dos blancos terapéuticos evitando que el paciente consuma
distintos medicamentos. El objetivo de este proyecto se enfoca en la generacién de nuevas
moléculas analogas del acido cinamico o de tipo &cido graso que puedan actuar por medio de
los receptores de PPAR-y y GPR40 favoreciendo la secrecion de insulina sin correr el riesgo
de presentar hipoglucemia. Al mismo tiempo ser capaces de mejorar la captacién de glucosa
por medio del transportador GLUT-4 y de esta manera abordar la enfermedad y sus
complicaciones sin la necesidad de someter al paciente a la polifarmacia.

En este proyecto cinco moléculas (NAH 1-5) fueron disefiadas y seleccionadas a través de un
analisis conceso in silico utilizando diversos servidores para analizar las propiedades
fisicoquimicas, biofarmacéuticas, farmacocinéticas y toxicoldégicas de estas, ademas, un
acoplamiento molecular sobre los receptores GPR40 y PPAR-y para analizar las interacciones
que presentan, con esta informacion se realizé un analisis de consenso farmacolégico y se
determinaron los compuestos a priorizar para su sintesis. Para esto, se realizd una reaccion
de sustitucién nucleofilica bimolecular (SN?) para obtener los precursores de tipo
benzaldehido-2-sustituido (NAH 7-11), a partir de estos precursores se realiz6 una
condensacion de Knoevelnagel para obtener los compuestos finales NAH 1-5, una vez puros
se analizaron por espectroscopia de RMN H y 3C y espectrometria de masas. Finalmente,
los compuestos elegidos se evaluaron en ensayos in vitro e in vivo para evaluar su actividad

antihiperglucémica.
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ABSTRACT

Cinnamic acids also known as propenoic acids, are abundant compounds in various plants and
foods that we frequently consume, several resources had shown that this natural compounds
have different anti-inflammatory, antioxidant and antiproliferative properties and are capable to
reduce the incidence of certain chronic diseases such as diabetes, cancer, and cardiovascular

illness.

For Type 2 Diabetes (T2D) there are a wide range of different treatments directed at various
therapeutic targets, including peroxisome proliferator-activated receptors (PPARs) and the
most novel, the free fatty acid receptor (FFA1l) or GPR40. The endogenous ligands that are
natural agonists of these receptors are free fatty acids, which are composed of long (< 18
carbons) or medium aliphatic chains (10 carbons) and also contain a carboxylic acid that
confers them acidic properties with a pka 4~5. These are the same characteristics that are
contained in the cinnamic acids derivatives, that’s why these propose molecules could act
simultaneously in these therapeutic targets preventing the patient from consuming different
drugs. The goal of this research project is to focus on the generation of new molecules that can
act through GPR40 and PPAR-y receptors favoring insulin secretion without running the risk of
hypoglycemia. At the same time, these molecules may also be able to improve glucose uptake
through the GLUT-4 transporter and thus improve the disease and its complications without the

need to subject the patient to polypharmacy.

In this project 5 molecules (NAH 1-5) were designed and selected through in silico consensus
analysis using different servers to analyze the physicochemical, biopharmaceutical,
pharmacokinetics and toxicology properties of these compounds and also a molecular docking
was performed on the GPR40 and PPAR-y receptors to analyze the molecular interactions that
they present, with this information a pharmacological consensus analysis was performed and
the compounds to be prioritized for their synthesis were determined. To the chemical synthesis
a bimolecular nucleophilic substitution reaction (SN?) were performed to obtain the
benzaldehyde-type precursors (NAH 7-11), then, from this precursors a Knoevenagel
condensation was performed, to obtain the final compounds NAH 1-5, once they were pure,
they were analyzed by *H, 3C RMN spectroscopy and mass spectrometry to being sure we
had the correct molecule. Finally, those compounds chosen by pharmacological consensus
analysis were tested with in vitro and in vivo assays to assess the potential antihyperglycemic

activity.
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1. INTRODUCCION

Las enfermedades no transmisibles son causadas por diversos factores que en conjunto
pueden tener como resultado el desarrollo de la enfermedad, llevando a los pacientes que
la padecen a vivir con un tratamiento farmacolégico y cuidados de por vida, por lo que
también son conocidas como enfermedades cronico-degenerativas, siendo los factores
para adquirirlas ambientales, genéticos, fisioldgicos y conductuales. Las principales
enfermedades crénico-degenerativas que provocan la mayor cantidad de decesos por afio
a nivel mundial son las enfermedades cardiovasculares (17.9 millones de muertes cada
afo), el cancer (9 millones), las enfermedades respiratorias crénicas (3.9 millones) y la
diabetes (1.6 millones).! La diabetes es una enfermedad crénica que se genera cuando el
pancreas no es capaz de producir insulina o existe una insuficiente secrecion de esta, lo
que provoca resistencia a la misma por parte de las células B del pancreas.? Esto aumenta
la concentracion de glucosa en el torrente sanguineo generando una gran variedad de
afecciones como ceguera, pérdida de extremidades, entre otras y aunque existen distintas
clasificaciones para esta enfermedad, a nivel mundial la mas comun es la diabetes tipo 2,
representando alrededor del 90% de todos los casos de diabetes.? El interés por encontrar
tratamientos eficientes se debe a la creciente contribucion de esta enfermedad a la
mortalidad general, la aparicion en edades cada vez mas tempranas, el hecho de que es la
causa mas frecuente de incapacidad prematura y el elevado costo que implica el

tratamiento.*

En la actualidad, México ocupa el 7° lugar en el mundo con 14.1 millones de personas
diabéticas,® también es la tercera causa de muerte en nuestro pais con 142,546 muertes
registradas para el mes de julio de 2022.% A pesar de que es de total conocimiento que este
tipo de afecciones pueden ser prevenidas al seguir las recomendaciones de distintas
organizaciones de salud, existen medicamentos que pueden ayudar al paciente diabético a
llevar una vida normal, sin embargo, se ha observado que las personas diabéticas con el
paso del tiempo generan resistencia a los medicamentos existentes por lo que es necesario
generar nuevos agentes polifarmacoldgicos que sean utiles en el tratamiento y control de

esta enfermedad.

En la naturaleza siempre se han encontrado remedios para distintas enfermedades y esto
se debe a los compuestos que contienen. Por ejemplo, la florizina se extrae de la raiz del

manzano y es un compuesto natural perteneciente al grupo de las gliflozinas que actian




inhibiendo al cotransportador de sodio-glucosa tipo 2 (SGLT-2) provocando la disminucion
de glucosa en sangre ya gue aumentan su concentracion en la orina, la cual es desechada.
Este proyecto tiene un enfoque en la sintesis de derivados de acidos cinamicos, los cuales
son compuestos naturales al igual que la florizina, solo que este se puede extraer
principalmente de la canela y otros alimentos, y asi como en algun momento la florizina se
utilizé para tratar la DT2 y se sintetizaron nuevos compuestos analogos de esta selectivos
para SGLT-2 (dapaglifozina y canaglifozina), se pretende sintetizar estas moléculas que

derivan de un compuesto natural para beneficio de pacientes con DT2.

De acuerdo con lo mencionado anteriormente, las investigaciones se han enfocado al
desarrollo de nuevos farmacos que apunten a distintas dianas terapéuticas, una de ellas,
descubierta recientemente es el receptor GPR40, el cual se expresa en las células 3 del
pancreas. Su activacion se debe a los acidos grasos enddgenos, los cuales estimulan la
secrecion de insulina sélo en presencia de una alta concentracién de glucosa, pero no
perturban la exocitosis de la insulina a niveles bajos de esta (valores normales 70-100
mg/dL)’ por lo que este receptor es un posible blanco terapéutico para mejorar la secrecién
de insulina en diabéticos de tipo 2.2 Otro grupo de farmacos que existe son las glitazonas,
gue actllan como agentes sensibilizadores de insulina, estos son ligandos del receptor
activador de la proliferacion del peroxisoma-y (PPAR-y), el cual abarca un grupo de
receptores hormonales nucleares que participan en la regulacion de genes relacionados
con el metabolismo de la glucosa y de los lipidos.® Asimismo aumentan la utilizacién de
glucosa y favorecen la acciéon metabdlica de la insulina.'® Por otra parte, los derivados del
acido cinamico mantienen un parecido estructural con los ligandos endégenos de estos

receptores por lo que parece razonable investigar si tendrian accion antihiperglucémica.




2. ANTECEDENTES

2.1.- Diabetes y clasificacion

La diabetes es un trastorno metabdlico de multiples etiologias que se caracteriza por una

hiperglucemia crénica junto con alteraciones del metabolismo de los hidratos de carbono,

los lipidos y las proteinas, como consecuencia de defectos en la secrecién de insulina, en

la accion de la insulina o en ambas.!! La clasificacion mas amplia de la diabetes segun la

Asociacion Americana de Diabetes (ADA) consiste en las siguientes categorias:

Diabetes tipo 1: Caracterizada por la incapacidad de las células B de producir
insulina, esto debido a una reaccién autoinmune, provocada principalmente por los
genes HLA.*2 Algunos signos importantes que pueden sefialar autoinmunidad puede
ser la apariciéon de anticuerpos contra proteinas especificas de las células B*3,
anticuerpos anti-glutamato descarboxilasa (GAD), antigeno de los islotes 2, la
tetraspanina 7 y el transportador de zinc 8. Lo que ocurre en el paciente es que
estos anticuerpos atacan a las células desencadenando una produccion muy baja
de insulina llevando a una deficiencia de esta en el cuerpo por lo que los niveles de
glucosa aumentan y los pacientes necesitan de insulina externa para controlar los
niveles de glucosa. Es importante mencionar que las personas con este tipo de
diabetes, si bien, presentan una disminucion en las células 3, no hay una pérdida
total de estas, sin embargo, la cantidad existente no es suficiente. La enfermedad
puede afectar a personas de cualquier edad, aunque se ha reportado que el 50%

de los casos se pueden producir en la edad adulta.®®

Diabetes tipo 2: En este tipo de diabetes si existe la produccion de insulina por
parte del pancreas, sin embargo, la falta de respuesta puede deberse a dos
principales razones, la primera, la pérdida de la masa de células p y la segunda, que
estas células pierden la capacidad de secretar insulina, en estas cuestiones se han
encontrado mas de 400 variantes genéticas asociadas a este tipo de fallas que
generan la enfermedad.* Uno de los factores mas importantes es la obesidad
porque en el organismo hay un exceso de acidos grasos libres en el torrente
sanguineo los cuales se asocian con el estrés oxidativo, inflamacion y muerte
celular. Los acidos grasos libres también se acumulan en tejidos no adiposos, y se

ha demostrado que la acumulacién ectépica de grasa es un factor crucial en el
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desarrollo de la resistencia a la insulina.'® También existen estudios que demuestran
que la ingesta alta en carbohidratos o alimentos refinados y el alterar el horario de
descanso de la persona afecta ya que el desequilibrio entre la ingesta, el gasto
energético y el ciclo circadiano son factores que generan resistencia a la insulina
porque afectan la regulacion de la glucosa.'® Debido a esto, los niveles de glucosa
aumentan generando hiperglicemia, el deterioro del pancreas y una supresion
postprandial anormal del glucagén, ocasionando que el organismo produzca cada
vez menos insulina, (aunque en un principio, se secretan altas concentraciones de
insulina en tejidos periféricos) al seguir estas condiciones sin cambio, las células

fallan llevando a una hiperglicemia lo que provoca mayor dafio a tejidos.

Diabetes gestacional: Esta se presenta entre las semanas 24-28 durante el
embarazo y se le conoce de este modo ya que las pacientes no presentaban la
enfermedad previa al embarazo. Esto puede llevar a diferentes complicaciones
durante el embarazo e incluso desarrollar diabetes tipo 2 después del parto, por lo

que es necesario realizarse exdmenes periddicos después de este.

Otros tipos de diabetes: El Desarrollo de la enfermedad se debe a distintos tipos
de procesos patogénicos como trastornos genéticos, ambientales o autoinmunes
que incluyen diferentes causas, pero todas tienen como resultado la alteracion del
equilibrio entre la glucosa y la insulina, en la tabla siguiente (Tabla 1) se observan
las distintas causas que pueden desencadenar la diabetes. Una de las causas de
diabetes mas estudiadas dentro de este rubro es la diabetes por defectos genéticos
en las células B, la cual se desarrolla debido a la mutacion en genes que regulan la
funcion de estas células, en este subgrupo se incluye la diabetes de inicio de la
madurez en los jévenes o0 mejor conocida como MODY (Maturity Onset Diabetes of

the Young) por sus siglas en inglés.t’




Tabla 1: Otros tipos especificos de diabetes y sus causas.!!

A. Defectos genéticos en la funcién de la

E. Inducida por farmacos o sustancias

Cromosoma 12, HNF1 a (MODY 3)
Cromosoma 13, IPF - 1 (MODY 4)
Mutacion del DNA mitocondrial 3243
Otros

célulap guimicas
Cromosoma 20, HNF4 a (MODY 1) Piriminil Antagonistas B
Cromosoma 7, glucoquinasa (MODY 2) Pentamidina adrenérgicos

Acido nicotinico Tiazidas

Glucocorticoides Fenitoina

Hormona tiroidea Interferén-y
Diazoxido Otros

B. Defectos genéticos en la accion de la

insulina

F. Infecciones

Resistencia a la insulina tipo A
Leprechaunismo

Sindrome de Rabson-Mendenhall
Diabetes lipoatréfica

Otros

Rubéola congénita
Citomegalovirus
Otros

C. Enfermedades del pancreas exocrino

G. Formas infrecuentes de diabetes mediada

por inmunidad

Pancreatitis
Trauma/pancreatectomia
Neoplasia

Fibrosis quistica
Hemocromatosis
Pancreatopatia fibrocalculosa
Otros

Sindrome de Stiff-man
Anticuerpos anti receptores de insulina

Otros

D. Endocrinopatias

H. Otros
ocasionalmente asociados a diabetes

sindromes genéticos

Acromegalia
Sindrome de Cushing
Glucagonoma
Feocromocitoma
Hipertiroidismo
Somatostatinoma
Aldosteronoma

Otros

Sindrome de Down Sindrome de

Sindorme de | Laurence-Moon-Bied!
Klinefelter Distrofia mioténica
Sindrome de Turner Porfiria

Sindrome de Prader-
Willi

Otros

Sindrome de Wolfram
Ataxia de Friedreich

Corea de Huntington




2.2.- Epidemiologia

Para el afio 2021 la International Diabetes Federation (IDF) registr6 que 537 millones de
adultos entre 20 y 79 afios padecen de diabetes, esto representa al 10.5% de la poblacién
mundial en este grupo de edad y se prevé que la cifra para el afio 2045 aumente a 783
millones de personas diabéticas en el mundo. Las regiones més afectadas son el Medio
Oriente (16.2% de prevalencia - 73 millones de personas que viven con diabetes), seguida
por Norteamérica y el caribe (NAC) con 14% de prevalencia (51 millones de personas que
viven con diabetes) y en tercer lugar el Pacifico Occidental con 11.9% de prevalencia (206
millones de personas que viven con diabetes) Figura 1. En cuanto a la regién NAC ocupa
el segundo mayor nimero de nifios y adolescentes con diabetes de tipo 1, con 193 mil,
también ocupa el 2do lugar en mortalidad por causa de diabetes con 931 mil muertes para
el aflo 2021.%2 La atencién sanitaria deficiente también puede ser una causa, ya que es
complicado recibirla de manera adecuada y oportuna. Tan solo este afio fallecieron
alrededor de 6.7 millones de personas en el mundo a consecuencia de la diabetes y sus

complicaciones.?

C—
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Figura 1: Numero de adultos entre 20 y 79 afios que padecen diabetes a nivel mundial,
el mapa también se divide por region.?




Se estima que alrededor de 352 millones de personas en el mundo que se encuentran en
edad laboral viven con diabetes, 1.1 millones de nifios y adolescentes padecen de diabetes
tipo 1, mientras que 111 millones de personas de la tercera edad también padecen de alglin
tipo de diabetes y se prevé que el nUmero de personas incremente, o que generara un
impacto desfavorable y creciente sobre la productividad y el crecimiento econémico ya que
se calcula que el gasto sanitario mundial anual es de aproximadamente 760,000 millones
de délares aumentando la cifra a 845,000 millones en 2045, siendo el 50% del coste dirigido
a las complicaciones que se generan, ademas de este impacto econdémico se calcula que
se afiade un 35% mas a estos gastos sanitarios debido a la muerte prematura, la

discapacidad o el absentismo en personas de edad laboral.?
2.3.- Diagnostico de la DT2

2.3.1.Factores de riesgo

Existen diversos factores que pueden contribuir al padecimiento de la diabetes que incluyen

aspectos genéticos, ambientales y conductuales, entre ellos podemos encontrar:

e Inactividad fisica y mala alimentacion: Provoca un aumento de la glucosa en el
organismo e ineficiente absorcion, por lo que se acumula en forma de grasa.

e Sobrepeso u obesidad: La acumulacion de grasa en los tejidos genera resistencia
a la insulina en las células.

e Edad: Al aumentar la edad también lo hace el riesgo de padecer diabetes, esto
debido a que se pierde masa muscular y es sustituida por grasa provocando el
aumento de peso.

¢ Antecedentes familiares: El riesgo aumenta cuando un familiar directo sobre todo
padece la enfermedad.

e Grupo étnico: Se ha observado que personas de distintos grupos étnicos tienden
a desarrollar diabetes en mayor proporcion que otros.

e Sindrome de ovario poliquistico: En las mujeres padecer de esta afeccién puede
incrementar el riesgo ya que puede provocar obesidad y alteraciones hormonales
gue dificultan la pérdida de peso.

e Diabetes gestacional: El desarrollar este tipo de diabetes aumenta el riesgo de
desarrollar DT2 después del parto, por lo que se debe mantener una buena
alimentacién y seguir las instrucciones del médico.

e Otras enfermedades crénicas




2.3.2.Signos y sintomas

Los sintomas pueden variar dependiendo del nivel de glucosa en sangre, cuando el
paciente es prediabético o padece de DT2 pueden ser asintomaticos, por lo que es
importante tener conocimiento sobre los factores de riesgo ya que la mayoria de los
pacientes es diagnosticada cuando la enfermedad ya es avanzada. Estos sintomas pueden
incluir: fatiga, polidipsia, poliuria, polifagia, pérdida de peso repentina, entumecimiento u

hormigueo en manos y la aparicién de acantosis nigricans.
2.3.3.Diagnostico de DT2.

Prediabetes: Término utilizado cuando los niveles de glucosa no se encuentran en el
rango para considerarse diabetes, pero son muy altos de los niveles normales, esta
condicion predispone al paciente a padecer DT2 con una alta probabilidad. En la NOM-015-
SSA2-2010, para la prevencion, tratamiento y control de la diabetes mellitus se establece
el diagnéstico de prediabetes cuando la glucosa de ayuno es igual o mayor a 100 mg/dL y
menor o igual de 125 mg/dL (GAA) y/o cuando la glucosa dos horas post-carga oral de 75
g de glucosa anhidra es igual o mayor a 140 mg/dL y menor o igual de 199 mg/dL (ITG).18

En cuanto al diagnéstico de la DT2 existen diferentes pruebas a realizar y se determina el

diagndstico cuando se cumplen uno o mas de los criterios siguientes:&1°

- Glucemia plasmatica casual = 200 mg/dL

- Glucemia plasmatica en ayuno = 126 mg/dL

- Glucemia = 200 mg/dL dos horas después de una carga oral de 75 g de glucosa
anhidra disuelta en agua.

- Hemoglobina glucosilada = 6.5% 6 = 48 mmol/L.




2.4. Fisiopatologia de la DT2

2.4.1.Sintesis y liberacion de lainsulina

La insulina es una proteina que se conforma por 51 aminoécidos y dos cadenas
denominadas Ay B las cuales estan unidas mediante puentes disulfuro. El pancreas adulto
humano tiene aproximadamente 1 millén de islotes de Langerhans intercalados a lo largo
de la glandula pancreéatica®® y contiene 5 células que producen diversas hormonas
necesarias para el organismo. Las células a producen glucagén cuya funcion es aumentar
los niveles de glucosa en sangre, las células  producen la insulina, las cuales abarcan
cerca del 75% de la masa pancreatica, las células 6 producen la somatostatina, la cual tiene
un efecto inhibitorio en la secrecion de insulina y glucagon, finalmente, las células & que

sintetizan grelina la cual promueve la ingesta de alimentos.?*

El gen que codifica a la preproinsulina se ubica en el cromosoma 11, en la posiciéon 15.5
del brazo corto, este gen se conoce como INS y codifica para tres exones, el primero
codifica para un péptido guia, el cual dirige a la preproinsulina hacia el reticulo
endoplasmico (RE), el segundo codifica para la cadena B y parte del péptido C y finalmente
el tercero codifica la cadena Ay el resto del péptido C. La biosintesis de la insulina comienza
con la traduccién del ARNm en preproinsulina, la cual seréa guiada al RE donde se remueve
el péptido guia por medio de una peptidasa, convirtiéndose en proinsulina, posteriormente,
esta se desplaza a través del complejo de Golgi hasta la red transgolgi (TGN) para ser
clasificada en organulos con membrana denominados granulos secretores. El corte del
péptido C en este compartimento convierte a la proinsulina en insulina madura, que consta
Unicamente de las cadenas Ay B.?! (Figura 2) Esta insulina se almacena en granulos de
las células B hasta que, en condiciones normales, después de ingerir alimentos los niveles
de glucosa aumentan y activan la secrecién de esta, fusionandose estos granulos con la
membrana plasmaética y liberando alrededor de un 5% de la insulina total que almacenan,
la cual se distribuye por el torrente sanguineo principalmente a hepatocitos, musculo

esquelético y adipocitos para estimular la captacion de glucosa.
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Figura 2. Biosintesis de la insulina, en el panel A se observa la preproinsulina, en el B, la estructura sin el
péptido por lo que es la proinsulina 'y en el C la insulina con las cadenas Ay B .21

2.4.2.Senalizacion de la insulina

La secrecion de la insulina es estimulada por la ingesta de alimentos, esta disminuye los
niveles de glucosa en sangre por medio de receptores que se expresan en todas las células,
siendo las células con mayor expresion de estos receptores los hepatocitos, adipocitos y el

tejido de musculo estriado.

La accion de la insulina se genera a través de receptores de tirosina-quinasa, los cuales
son glucoproteinas conocidas también como receptores de insulina (IR) y estan dispuestos
como tetrameros que se componen de dos subunidades a y dos subunidades B, siendo las
subunidades a las que se encuentran en la parte exterior de la membrana y en donde estan
los sitios de union a la insulina, ya que es la parte glucidica la que tiene afinidad por la
insulina, mientras que las subunidades B se encuentran en el citoplasma y son las que
poseen la actividad tirosina-quinasa. Existen dos isoformas de estos receptores, la Ay la
B. La isoforma B es la méas especifica para la insulina ya que es la principal isoforma que
se expresa en el higado, el musculo y el tejido graso diferenciado, por lo que media la
mayoria de los efectos metabdlicos de la insulina.?? Existen 2 vias de sefalizacion de la
insulina principales, la sefializacion miogénica, la cual implica la activacion de la via de la
proteina quinasa activada por mitdgenos (MAPK) y la sefializacion metabdlica en la cual se
encuentran la via de PI3K/Akt, esta tiene un papel crucial en la activacion y regulacion de
diversos eventos metabdlicos, que incluyen el transporte de glucosa y la sintesis de

glucégeno, proteinas y lipidos.? La sefializacion via PI3K/Akt de la insulina comienza
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cuando esta hormona se une a sus receptores e inicia una autofosforilacion de los sustratos
del receptor de insulina (ISR), de los cuales existen diversas isoformas (ISR 1-6), sin
embargo, las mas abundantes e importantes para este tema son los ISR-1 que se expresa
en musculo esquelético y tejido adiposo, asi como el ISR-2 expresado en hepatocitos. Una
vez que la insulina se uni6 al receptor, se activa la fosfatidil inositol 3-cinasa (PI3K), que a
su vez genera el fosfatidil inositol trifosfato (PIP3) regulando la ubicacién de la proteina
quinasa B (PKB/Akt2) la cual induce la traslocacion de GLUT-4 desde el interior de la célula
hacia la membrana, facilitando asi la entrada de la glucosa a la célula para asi generar la

energia que necesita el organismo para ejercer diversas funciones (Figura 3).
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Figura 3: Sefalizacion de la insulina para llevar a cabo la traslocacion de GLUT-4 e introducir la glucosa a la

célula.?

2.4.3.Resistencia a la insulina

La resistencia a la insulina es la caracteristica mas relevante de los pacientes que padecen
de DT2. Es la incapacidad de los receptores de las células de responder adecuadamente a
la insulina, por lo general existen defectos que involucran mutaciones en receptores de
insulina y proteinas implicadas en la sefalizacibn de la misma, que tienen como
consecuencia una disminucién en la cantidad de receptores de insulina o en su actividad
catalitica, también un aumento en el estado de fosforilacion en serina/treonina tanto del
receptor como de los ISR y una disminucién de la actividad de PI3K y Akt/PKB, provocando
defectos en la traslocacion, funcion o expresion de GLUT-4. También existen factores
adquiridos que involucran distintos hébitos como la falta de actividad fisica que puede
generar un exceso de tejido adiposo ectdpico y acidos grasos libres en torrente sanguineo
y cuando la persona presenta un aumento en el almacenamiento de lipidos se encuentra
en un estado constante de inflamacién crénica de bajo grado que se acompafia de una

infiltracion de macréfagos que producen citoquinas proinflamatorias como el TNF-q,
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interleucinas (6, 18 y 1B), MCP-1 y angiotensina I, estas generan inflamacién en otros
tejidos y cuando la secrecién anormal de estas citoquinas es prolongada perturba el
equilibrio de vias metabdlicas condicionando resistencia a la insulina. En particular TNF- a,
IL6, 18 y 1B y angiotensina Il promueven la resistencia a la insulina mediante multiples
mecanismos, tales como: la activacién de quinasas que fosforilan en restos de serina y
treonina a IR e IRS, la disminucién de la expresion de IRS1, GLUT-4 y del receptor de
proliferacién activado de peroxisomas y y/o la expresion y activacion del supresor de la
sefalizacion de citoquinas 3 (SOCS3).%° El exceso de lipidos en el cuerpo también produce
acumulacién de acil-coenzima A, diacilglicerol (DAG) y ceramidas, estas Ultimas tienen
funciones lipotdxicas porque interfieren en la resistencia a la insulina muscular inhibiendo
la actividad de Akt/PKB. También pueden vincular las vias inflamatorias que inducen los
lipidos con la resistencia a la insulina, por medio de un precursor en su biosintesis, el TLR4,
este es un receptor que se expresa en tejidos diana de la insulina y que puede
desencadenar inflamacion metabdlica y resistencia a la insulina durante la obesidad al
regular a la alza la transcripcion de genes proinflamatorios y activar las quinasas
proinflamatorias JNK, IKK y p38,26?7 las cuales fosforilan a los receptores de insulina en los
residuos de serina, perjudicando la transduccion de la sefial de la insulina. Esta respuesta
inmune esté relacionada con otro factor importante para el desarrollo de la resistencia a la
insulina, el estrés del reticulo endoplasmatico, el cual tiene como consecuencia la activacion
de estas mismas quinasas (JNK y IKK) teniendo como resultado las consecuencias

descritas anteriormente.
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Figura 4. Mecanismo de resistencia a la insulina en consecuencia de niveles elevados de acidos grasos saturados (AGS), donde se
observa el mecanismo del estrés del reticulo endoplasmaético, el cual, desencadena la UPR, involucrada en la activacion de IRE-1,
gue a través de su interaccion con TRAF2 lleva a la activacion de las cinasas IKKB y JNK, las cuales a su vez fosforilan a IRS y la
disfuncion mitocondrial implicada que causa disminucion en la utilizacién de los acidos grasos saturados con lo cual ocurre una
acumulacién de los mismos, como consecuencia se incrementa la sintesis de ceramidas y diacilglicerol (DAG).26-28
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2.4.4.Complicaciones de la DT2

Los niveles de glucosa altos por largos periodos en el organismo causan diferentes efectos
en los tejidos, dafidandolos y llevandolos a un deterioro progresivo que tiene consecuencias
fatales para los pacientes diabéticos que no tienen un buen control de la enfermedad. Estas

afecciones pueden ser agudas o crénicas.

e Complicaciones agudas: Asociadas con un control inadecuado o que no es

suficiente de la enfermedad.

Cetoacidosis diabética (CAD): Resultado de la falta de glucosa intracelular para la
obtencidn de energia necesaria, por lo que el organismo comienza a utilizar acidos grasos
para obtenerla, sin embargo, a raiz de esto se generan cuerpos cetbnicos, la acumulacion

de estos disminuye el pH sanguineo a 7.3.%°

Estado hiperglucémico no cetésido: Principalmente observada en pacientes con DT2
gue tienen un control deficiente de la enfermedad y presenta una mortalidad global del 10
al 15%. Estas personas presentan niveles bajos de insulina y altos de hormonas
contrarreguladoras, sin embargo, en esta condicion no se produce lipdlisis ni cuerpos
cetonicos ya que la concentracion de insulina plasmatica es un poco mayor a comparacion
de la CAD, aun asi, es imposible regular la produccién de glucosa hepatica ni su correcta

utilizacion.®°

Hipoglucemia: Es la mas comun derivada del tratamiento farmacoldgico, la persona
presenta concentraciones de glucosa en sangre venosa inferiores a 60 mg/dL o capilar
inferior a 50 mg/dL. Puede dividirse en tres fases, la primera, hipoglucemia leve en la cual
el paciente puede presentar sintomas como ansiedad, taquicardia, sudoracién, mareos o
vision borrosa. La segunda fase, hipoglucemia moderada donde se presenta disminucion
motora y la hipoglucemia grave en donde pueden ocurrir crisis convulsivas en incluso llevar

al paciente a un estado de coma.*

Complicaciones crénicas: Las personas con diabetes desarrollan problemas a largo plazo
debido a la exposicidon constante de los niveles altos de glucosa, esta comienza a generar
un deterioro en distintos tejidos provocando un dafio irreversible en estos. Las

complicaciones se dividen en microvasculares y macrovasculares.*
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Complicaciones microvasculares

Retinopatia: Los altos niveles de glucosa en el torrente sanguineo dafian a las células y
los capilares, a la vez que se producen productos de glicacion avanzada los cuales se
forman de la unién de los azlcares con los grupos amino de las proteinas, dando como

resultado la pérdida parcial de la vista al comienzo y ceguera con el tiempo.

Nefropatia: Es la alteracion estructural y funcional de los rifiones, se manifiesta por la
excrecion gradual de albumina en la orina, el aumento de la presién arterial y una
disminucién de la filtracion glomerular. Es la principal causa de enfermedad renal en
occidente ya que cuando no es tratada a tiempo y los niveles de glucosa no se estabilizan

llevando a una enfermedad renal crénica terminal.

Neuropatia: Esta complicacion afecta los nervios por lo que puede desencadenar distintos
sindromes neuropaticos como la neuropatia diabética periférica, este es el tipo mas comun
y el que puede desencadenar en pie diabético debido a Ulceras o infecciones porque el
paciente pierde la capacidad sensorial por lo que dificilmente percibe dolor o cambios de

temperatura.

2.5. Tratamiento de la DT 2

Existen diversos medicamentos destinados al tratamiento de esta enfermedad, todos ellos
con distintos mecanismos de accion, lo que es favorable para el paciente ya que de esta
manera se pueden prevenir muchas complicaciones. Aunado a esto, el paciente debe
acoplarse a un estilo de vida saludable realizando ejercicio de manera continua e
implementar una dieta saludable. La importancia de implementar habitos saludables antes

de comenzar un tratamiento farmacoldgico ayudara al paciente a llevar una vida normal.

No obstante, la DT2 por lo general se diagnostica cuando el paciente presenta sintomas
caracteristicos por lo que el uso de medicamentos en compafia de habitos saludables
conduce a un control efectivo. Los diversos agentes antidiabéticos deben ser
proporcionados de acuerdo con las necesidades del paciente ya que existen diversos tipos

gue seran mencionados a continuacion.
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2.5.1.Biguanidas

Estos son derivados sintéticos de la galegina la cual deriva de la guanidina (Figura 5) y
fueron sintetizados en la década de los 50’s, la metformina es la Unica de su tipo que sigue
disponible para utilizarla en el tratamiento ya que la fenformina fue retirada debido a efectos
que generaban acidosis lactica. La metformina es el fArmaco de primera eleccion en el
momento en el que se diagnostica la DT2 debido al perfil que mantiene de eficacia,
seguridad y sumado a esto que es econdmica, ademas de reducir el riesgo de eventos

cardiovasculares y muerte.3!

El mecanismo de accion de las biguanidas aun no es elucidado del todo, esto debido a que
tiene mlltiples sitios de accion y mecanismos moleculares® reduciendo la glucosa en
plasma postprandial y basal por medio de la reduccién de glucosa hepatica inhibiendo la
gluconeogénesis por medio de la fosforilacion del receptor de insulina y del sustrato 2 del
receptor de insulina, la inhibicién de enzimas clave en la via gluconeogénesis (por ejemplo,
la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa, la fructosa-1,6-bifosfatasa y la glucosa-6-fosfatasa) y
la activacion de la piruvato quinasa.® También puede restaurar la actividad de los sistemas
enzimaticos implicados en la cascada de sefializacion intracelular de la insulina

(traslocacion de GLUT4) aumentando la actividad de los receptores de tirosina-quinasa.

J\/\ NH NH
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X H)]\NHZ ) HZN)I\NH2

Galegina Guanidina
NH NH
NH NH
Sy N NH,
| H N N NH,
Metform H H Figura
etrformina .
5. a) Fenformina Galena

officinalis planta de donde se puede extraer la galegina. En b) se observa la estructura de la guanidina de donde
se derivan la galegina y las biguanidas metformina y fenformina. Hecho en ChemBioDraw.

El mecanismo de accién mas importante que puede estar relacionado con la metformina es
el de la activacién de la proteina cinasa activada por adenosin monofosfato (AMPK)
conduciendo a la inhibicion de la cadena respiratoria mitocondrial en el higado mejorando
de esta manera la sensibilidad a la insulina afectando el metabolismo de grasas y

reduciendo la expresion de enzimas gluconeogénicas.>?
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2.5.2.Sulfonilureas

Las sulfonilureas son farmacos insulinosecretores que aumentan la secrecioén de insulina
en el torrente sanguineo al unirse a los canales de potasio dependientes de ATP (conocido
como receptor de sulfonilureas) en la membrana de las células [ pancreéticas,
especificamente en el complejo Kir.6.2/SUR del receptor 1 de sulfonilureas (SUR1) que se
encuentra en pancreas y cerebro, lo que impide la liberacion celular de potasio, provocando
la despolarizacién de la célula y dando como resultado un incremento en la entrada de
calcio a la célula provocando un aumento de la exocitosis de la insulina disminuyendo los
niveles de glucosa. Por consiguiente, las sulfonilureas son un medicamento méas potente
en las primeras fases de la diabetes de tipo 2, cuando el paciente tiene una funcion

aumentada de las células B pancreéaticas.?

Debido al mecanismo de accién este tipo de farmacos tienen el riesgo de disminuir los
niveles de glucosa al punto de representar un riesgo considerable para los pacientes.®
Estos farmacos fueron los primeros antidiabéticos orales aprobados por la FDA por lo que
existen las sulfonilureas de 1ra generacion como la tolbutamida, las de segunda generacién
como la glibenclamida y las de 3ra generaciéon como la glimepirida (Figura 6) buscando
obtener mayor selectividad por los receptores SURL1 y evitar la union a los SUR2A que

puede provocar arritmias ya que este receptor se encuentra en musculo esquelético.3®
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Figura 6. Ejemplos de sulfonilureas utilizadas en el tratamiento para la DT2. Hecho en ChemBioDraw.
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2.5.3. Glinidas

Las glinidas representan una nueva familia de secretagogos de insulina (Figura 7),
llamadas asi por su homologia estructural con la meglitinida.®” Son insulinosecretores que
actian de la misma manera en que las sulfonilureas, pero se unen en un sitio diferente del
receptor a diferencia de estas. Fueron disefiadas para administrarse justo antes de ingerir
alimentos ya que actian de manera rapida para imitar los efectos normales de la insulina
después de las comidas, es por ello que brindan una ventaja en pacientes que no mantienen

un plan de comidas regular.%®
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Figura 7. Ejemplo de glinidas utilizadas en el tratamiento de la DT2. Hecho en ChemBioDraw

2.5.4.Inhibidores de la o glucosidasa

Este tipo de farmacos actian retardando la absorcion intestinal de carbohidratos al inhibir
la accion de la glucosidasa a en el borde intestinal. La inhibicién de esta enzima hace més
lenta la absorcién de almiddn, dextrinas y disacaridos en el tubo digestivo y evita el
incremento subito de las concentraciones plasmaéticas posprandiales de glucosa.*® Debido
a este mecanismo de accién estos tampoco presentan riesgo de hipoglucemia en el

paciente.

Ejemplos de estos son la acarbosa y el miglitol (Figura 8) que son pseudo-carbohidratos
que inhiben esta enzima de manera competitiva y dado que impiden la digestién de los
hidratos de carbono complejos, deben administrarse al principio de las comidas principales,

con el primer bocado de la comida.*®
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Figura 8. Ejemplos de inhibidores de la a-glucosidasa. Realizado en ChemBioDraw

2.5.5. Inhibidores de la DPP-4

La DPP-4 (dipeptidil peptidasa 4) es una enzima cuya accion principal es la de romper los
oligopéptidos después del segundo aminoacido del extremo N-terminal, con una accion
preferente si el segundo aminoacido es alanina (como en el GLP-1) o prolina.** Las
principales hormonas implicadas en la sefializacion endocrina desde el intestino son el
péptido similar al glucagon-1 (GLP-1) y el polipéptido insulinotrépico dependiente de la
glucosa (GIP), estas dos hormonas (conocidas también como incretinas) estimulan la
secrecion de insulina en condiciones de hiperglucemia y contribuyen al ~70% de la
secrecidn de insulina postprandial, sin embargo, los niveles circulantes de GLP-1 son bajos
en estado de reposo y aumentan rapidamente después de las comidas; estos niveles
circulantes también disminuyen rapidamente (vida media, menos de 2 minutos) debido a la

inactivacion por la enzima proteolitica, DPP-4.

Enla DT2, el efecto de la incretina esta disminuido y, paralelamente, la secrecion de insulina
posprandial se deteriora por lo que la inhibicion de esta enzima resulta en el aumento de la
secrecion de insulina y la disminucién de glucagon al elevar las concentraciones de GLP-

1. Algunos de estos farmacos son: vildagliptina, sitagliptina y la saxagliptina (Figura 9).%*

43)
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Figura 9. Ejemplos de inhibidores de la DPP-4 para tratar la DT2. Hecho en ChemBioDraw

2.5.6.Agonistas de GLP-1

Exenatida, dulaglutida y liraglutida (Figura 10) son farmacos agonistas de los péptidos
similares al glucagon o GLP por sus siglas en inglés (Glucagon like peptide), la GLP-1, GLP-
2y el péptido gastrointestinal (GIP) son incretinas que se liberan tras la ingesta de alimentos
de forma bifasica para superar la hiperglucemia postprandial aumentando la secrecion de
insulina de las células B y reduciendo la excursién de glucosa y la secrecién de glucagon,
también disminuyen la motilidad gastrica, inhiben la apoptosis de las células B e inducen su
proliferacién.** La activacion de estas incretinas puede aumentar la secrecién de insulina,
reducir el consumo de energia y mejorar directa e indirectamente la sensibilidad a la

insulina.*®

H—His—Ala—Glu—Gly—Thr—Phe-Thr-Ser-Asp-Val-Ser

Glu-0OH

O
N©

Phe-Glu-Lys—Ala—Ala—GIn—-Gly-Glu-Leu—-Tyr-Ser

14

lle—Ala—Trp—-Leu—Val-Arg-Gly-Arg-Gly—OH

Figura 10: Estructura de liraglutida agonista del receptor de GLP-1 de larga duracion.
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2.5.7.Glitazonas o Tiazolidindionas

Las tiazolidindionas son otro tipo de farmacos antidiabéticos cuyo mecanismo de accion es
por medio de la unién a los receptores activados por el proliferador de peroxisomas gamma
(PPAR-y), estos ejercen acciones duraderas no solo restaurando la accién de los tejidos
periféricos a la insulina, sino también preservando la funcion de las células  pancreaticas
que producen y secretan insulina.*® Ejemplos de estas son la rosiglitazona y la pioglitazona,
esta Ultima es la Unica de este tipo que sigue en el mercado debido a que la rosiglitazona

se le asocid con problemas cardiacos y fue retirada.®"-4®
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Figura 11. Tiazolidindionas que se han utilizado en el tratamiento de la DT2. Realizado en ChemBioDraw

2.6. Blancos terapéuticos para el tratamiento de DT2

2.6.1.Receptores activados por el proliferador de peroxisomas
(PPARS)

Los receptores activados por el proliferador de peroxisomas (PPAR) son factores de
transcripcion activados por acidos grasos enddégenos de la superfamilia de receptores
hormonales nucleares que regulan el metabolismo energético, estan codificados por genes
separados con secuencias distintas pero superpuestas entre especies lo que da lugar a los
diferentes isotipos de estos receptores, el gen PPAR-o. humano esta localizado en el
cromosoma 22, el PPAR-y en el cromosoma 3, y el PPARB/® estéd localizado en el

cromosoma 6.4°
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El PPAR-y se expresa en el tejido adiposo pardo y blanco en su mayoria, aunque también
se puede encontrar en el intestino y bazo en menor proporcion, ademas de tener tres
isoformas PPAR-y1, PPAR-y2 y PPAR-y3. Es el receptor al que se unen las tiazolidindionas
mencionadas anteriormente debido a que desempefia un papel importante en la regulacion
de la adipogénesis, el equilibrio energético, la biosintesis de lipidos, el metabolismo de las
lipoproteinas y en la sensibilidad a la insulina.>® Esta Gltima la realiza por medio de la
estimulacion de la transcripcion del gen codificador de GLUT-4 que al translocarse hacia la

membrana celular aumenta la captacién de glucosa al interior celular.

Cuando el ligando se une al receptor que se encuentra en el citoplasma celular, estos
ingresan juntos al nicleo, en donde forman un heterodimero, al interaccionar con el receptor
retinoide X, este heterodimero se une a una secuencia especifica del ADN, lo que se conoce
elemento de respuesta al proliferador de peroxisomas y de esta forma regulan la expresion
de genes para obtener diferentes respuestas bioldgicas (Figura 13) mejorando la
sensibilidad de la insulina en adipocitos e inhibiendo la lipdlisis. Es por este mecanismo,
como las tiazolidindionas reducen los acidos grasos libres en plasma, mejoran la
sensibilidad a la insulina en tejidos de musculo e higado y mejoran la funcion de las células
B enlaDT2.5°

Anti-Diabetic Drugs

PPARy Pathway L Dietary fatty acids
Gov™
a9’
o ]
fact v P~
"‘F‘d < ; Intracellular fatty acids
4 === L and metabolites
- v ‘Pw‘y (onstaglarjdms, PGJ,)
INK d " 4
ERK y ‘
N L
MKP IS v cox2
L o~ » o ,.B L Decreased
Modifiers i 4 [ J TNF inflammation
RXR S 1
: cep WPy ’
2 Adipocyte
P00 aRERy  NFB RE aP2 differentiation
e activutors Y ADRP Increased lipid
X RNA Polil , | LPL ‘ storage
PPARYJRXR H‘: Adipo Antidiabetic
- &R p - 4 N C/esP effects
] PPRE s

Figura 12. Mecanismo de accion de los receptores PPAR-y, se observa el mecanismo de activacion de

diversos genes (Tomado de Nuclear Receptor Resource).

Sin embargo, en diversas moléculas que resultan ser agonistas totales del PPAR-y se han
observado efectos secundarios no deseados como hepatotoxicidad, aumento de peso

corporal, retencién de liquidos, riesgo de fracturas 6seas y cancer de vejiga.>® Los agonistas
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parciales de PPAR o moduladores selectivos de PPAR-y (SPPARyMs) han surgido como
un nuevo enfoque para abordar problemas de los agonistas totales de PPAR-y, esto lo
hacen manteniendo los beneficios terapéuticos deseados y al mismo tiempo manteniendo
los efectos adversos minimos debido a su incapacidad para activar completamente el
receptor como el de un agonista total.>* PPAR-y se conforma principalmente de 4 partes, el
factor de activacion-1 (AF-1), el dominio de unién al ADN (DBD), la region de bisagra y el
dominio de unién al ligando (LBD), el cual consiste en un factor de transactivacion de
dimerizacion de unién al ligando adicional (AF-2) (Figura 13).52 EI LBD es el sitio a donde
se unen los ligandos al PPAR-yy en donde se observan interacciones de tipo puente de
hidrégeno, por lo que es la regidn crucial para obtener actividad de tipo agonista sobre los
receptores, sin embargo, la diferencia entre los agonistas totales es que estos tienen una
union estable entre el LBD con la hélice 12 (H12) de PPAR-y y los parciales no se
correlacionan con la estabilizacion de la H12, sino que estabilizan la region de la hoja B y
la H3 del LBD.

PPAR-y domains
A/B C D E/F

a) N—3 O i—C
Ligand-independent DNA-binding Ligand-binding Ligand-dependent
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Figura 13. Estructura lineal de PPAR-y (a) y estructura en 3D (b), en donde se observa el acomodo de los
dominios y de las hélices 12 y 3 en donde se unen agonistas totales o parciales seglin corresponda.>3
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2.6.2. Receptor de acidos grasos libres (FFA1) GPR4O0.

Este receptor se encuentra acoplado a proteina G, es un receptor transmembranal de siete
dominios que se expresa en las células B pancreaticas, SNC y células enteroendécrinas.>
Este receptor ha sido muy estudiado debido a que estd involucrado en la secresion de
insulina, cuando se activa por medio de ligandos enddgenos los cuales son acidos grasos
libres de cadena media (C12-C16) o larga como el &cido linoléico o el DHA.

Los 4cidos grasos estimulan la activacion de este receptor el cual desencadena una serie
de sefiales que comienza a partir de la subunidad ag/11 de la proteina G, esta activacion
promueve el intercambio de GDP a GTP, esta subunidad se transloca hacia la fosfolipasa
C (PLC) en donde se hidroliza el PIP3, generando IP3 y DAG. EI IP3 se une a su receptor
en el reticulo endoplasmico (RE), promoviendo la liberacién de Ca*? al citoplasma, mientras
gue el DAG activa a la proteina quinasa dependiente de fosfoinositido 1 (PKD1) ampliando
asi la liberacion de insulina al torrente sanguineo® (Figura 14). Ejemplos de agonistas de
estos receptores son el TAK-875 y GW9508 (Figura 15).
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Figura 14: Mecanismo de amplificacién y liberacion de insulina por medio de GPR40. Realizado en
BioRender.com

Es importante mencionar que en condiciones normales de glucosa (normoglucemia) la

expresion de estos receptores es baja y cuando la concentracion de glucosa aumenta, su

expresion también lo hace, es por esta raz6n que GPR40 es un buen blanco terapéutico
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para tratar la DT2 ya que no hay riesgo de que el tratamiento lleve a una hipoglucemia,
como puede suceder con las sulfonilureas, porgue los efectos insulinotrépicos generados

por la activacion de este receptor son dependientes de las concentraciones de glucosa.

GPR40 se compone de 3 sitios de union diferentes, el sitio ortostérico, en donde se unen
los ligandos enddgenos anteriormente mencionados y dos sitios alostéricos en donde se
unen ligandos sintéticos que pueden ser agonistas totales como AM-8182 los cuales
ademas de estimular las células B pancreaticas para que produzcan insulina y glucagoén,
también induce a las células endocrinas intestinales a aumentar la produccion de incretinas
(GIP y GLP-1)11y PYY, lo que lleva a reducir tanto los niveles de glucosa en sangre como

el peso corporal y agonistas parciales como TAK-875.(658)

O
OH

©/O\©/\N
H
GW9508 E o
AM-8182
o ®
S

_q

o™

Figura 15. Agonistas sintéticos de GPR40 que se encuentran en diferentes fases de investigacion. Hecho en
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ChemBioDraw

Diversos estudios de union del ligando y las estructuras cristalinas revelan que hay mdltiples
sitios en la GPR40, y existe una cooperatividad de unién positiva entre los agonistas

parciales y agonistas alostéricos completos.

Recientemente se tiene el conocimiento de un enfoque diferente para la utilizacion de la
secrecion de insulina mediada por GPR40 como objetivo terapéutico, en el que describen
agonistas completos de GPR40 cuyo mecanismo de accion es a través de la modulacion
alostérica positiva (AgoPAMSs) sobre ligandos ortostéricos.®® Estos son conocidos también
por ayudar a estimular la secrecién de GLP-1, lo que podria explicar la eficacia observada.

Un ejemplo de estos puede ser el compuesto AgoPAM AM-1638 (Figura 15).

24



2.7. Derivados de acidos cinamicos

Analizando la estructura de los ligandos que se unen a los blancos terapéuticos de interés
(GPR40 y PPAR-y) es evidente que todos tienen algo en comun y esto es que todos se
conforman de acidos carboxilicos, por lo que son de naturaleza acida, con pKa's muy

similares a los de los acidos carboxilicos (pKa 4-5).

En la naturaleza existe un grupo de moléculas conocidas como “compuestos fenolicos”,
estos, son metabolitos secundarios producidos por diversas plantas, el &cido cindmico, un
acido carboxilico aromatico natural y sus derivados se clasifican en la rama de compuestos
fendlicos simples, los cuales se componen de un anillo aromético de 6 4tomos, una cadena
lateral, lineal, de tres &tomos de carbono, la cual contiene un doble enlace que sera parte
del grupo funcional de &cido acrilico, por lo que son conocidos como compuestos de tipo
Ce-Cs y al igual que los ligandos antes mencionados, contienen en su estructura acidos
carboxilicos (Figura 16), estos se pueden encontrar en diversos alimentos que son
consumidos de manera normal en una dieta que incluya frutas, verduras, café, té, vino tinto,
cacao, aceite de oliva, diversos cereales y la canela, debido a que su biosintesis ocurre en
plantas por la via del acido shikimico, donde sus precursores seran la fenilalanina y la
tirosina.®! Presentan a su vez actividad antioxidante, asi como otros beneficios para la salud
ya que existen estudios que indican que una dieta rica en frutas y verduras antioxidantes
reduce significativamente el riesgo de muchas enfermedades relacionadas con el estrés
oxidativo, como el cancer, la diabetes y las enfermedades cardiovasculares.®® Hablando
especificamente de la DT2, a este tipo de compuestos también se les atribuyen diversos
efectos como la reduccién del riesgo de sindrome metabdlico y complicaciones de la DT2,
la modulacion del metabolismo de los carbohidratos y lipidos, también se ha observado que
pueden atenuar la hiperglucemia y la resistencia a la insulina, mejoran la funcion de las

células B y estimulan la secrecion de insulina. 269

25



\
OH
Acido cinamico
o © O (0]
(B) A (D) A
OH OH
X OH
OH HO
OH
Acido-o-hidroxicinamico Acido-m-hidroxicinamico Acido-p-hidroxicinamico
O (0]
0 (F) (G)
A X
(E) A OH OH
OH
H5CO
OCH3 OCHj,4 Acido-p-metoxicinamico

Acido-o-metoxicinamico
Acido-m-metoxicinamico

OH
(H) \
OH

Acido cafeico

OCHj )
OH

Acido ferulico

HsCO
OH

Acido isoferulico

Figura 16. Diversos derivados del acido cindmico que se encuentran en la naturaleza. Hecho en

ChemBioDraw

Entre los derivados del &cido cindmico mas comunes y conocidos estan el &cido cinamico,
el acido cafeico, el acido ferdlico, el &cido isoferdlico, el acido cumarico y el acido p-

hidroxicinamico. Sin embargo, para fines de este proyecto se decidié enfocar la atencién en

la estructura del acido-o-hidroxicinamico.

Este tipo de compuestos podrian ser una buena alternativa en cuanto al tratamiento de la
DT2, ya que los &cidos fenodlicos simples pueden estimular la secrecién de insulina en las
células B del pancreas, también ayudan a reducir el estrés oxidativo provocado por los altos
niveles de glucosa en torrente sanguineo, la cual glicosila a las enzimas SOD, CAT y GPx

encargadas de la actividad antioxidante, estos compuestos tienen la capacidad de captar y
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eliminar los radicales libres generados por el estrés oxidativo a la vez que mantiene a
mantiene a niveles adecuados al acido ascérbico (vitamina C) que también es antioxidante.
Por estas propiedades estos compuestos pueden ser Utiles para la prevencion de niveles
alterados de glucosa e insulina en sangre.®* Al encontrarse disponibles en diversos
alimentos pueden ser faciles de producir o sintetizar, ademas de que no se han reportado
efectos adversos a comparacién de otros agentes hipoglucemiantes utilizados en el

tratamiento actual.
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3. JUSTIFICACION

Al ser la diabetes tipo 2 una de las enfermedades que mas afectan a las personas a nivel
mundial y tomando en cuenta la morbi-mortalidad que esta enfermedad representa debido
a las complicaciones que puede generar por un mal control en la enfermedad y la no
adherencia al tratamiento surge la preocupante necesidad de generar nuevas moléculas
que puedan unirse no solo a uno, sino a distintos blancos terapéuticos “compuestos
Multitarget” para evitar la polifarmacia en el paciente y los riesgos de efectos secundarios
no deseados que esta puede generar. Este proyecto centra su atencion en la sintesis de
compuestos de tipo Cs-Cs derivados del &cido-o-hidroxicinamico (cumarico) innovadores
que puedan actuar sobre dos distintos receptores (GPR40 y PPAR-y) proponiendo asi, dos
mecanismos de accion diferentes para una sola molécula y generando una alternativa para
aguellos pacientes que desarrollan resistencia a la terapia existente, aportando compuestos
bioactivos que podrian tener un impacto considerable en el continuo esfuerzo por disminuir

el nUmero de personas afectadas.

4. HIPOTESIS

Los compuestos éteres derivados del acido 3-(2-hidroxifenil)propenoico seran ligandos
virtuales de los receptores GPR40 y PPAR-y, y mostraran accién antihiperglucémica en

ensayos in vitro e in vivo.

5. OBJETIVOS

5.1.- Objetivo General

Disefiar, sintetizar y evaluar in silico, in vitro e in vivo la actividad antihiperglucémica de los

compuestos éteres derivados del acido 3-(2-hidroxifenil)propenoico.
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5.2.- Objetivos particulares

1.- Disefiar y sintetizar 5 compuestos de tipo éteres Cs-Cs basados en el acido 3-(2-

hidroxifenil)propenoico.

2.- Caracterizar los compuestos sintetizados mediante técnicas espectroscopicas (RMN de
1H y 13C) y espectrométricas (EM).

3.- Evaluar el perfil farmacocinético, farmacodinamico y toxicolégico por medio de
programas quimio-informaticos realizando un analisis de consenso farmacolégico con la

informacién obtenida.

4.- Realizar un estudio de acoplamiento molecular de los compuestos sintetizados sobre

los receptores PPAR-y y GPR40 por medio del programa MOE.

5.- Realizar la determinacion de expresion de RNAm de PPAR-y y GPR40 para los

compuestos jerarquizados mediante el analisis de consenso farmacoldgico.

6.- Determinar la actividad antihiperglucémica de los compuestos mediante ensayos in vivo

en ratones.
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6. CONSIDERACIONES DEL DISENO MOLECULAR

Tomando en cuenta la estructura del farmacéforo unificado para compuestos

antidiabéticos,®® el cual consta de:

- Region acida: Esta permite interacciones con aminoacidos basicos en los
receptores

- Region aromética: La cual permite interacciones de tipo Tr-1r.

- Espaciador flexible: Este provee a la molécula de libertad para adoptar diferentes
conformaciones y unirse de la mejor forma al receptor.

- Region hidrofébica: Puede permitir mas interacciones con el receptor por lo que

aumenta también la energia de union con este.
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Figura 17: Farmacoéforo unificado para compuestos antidiabéticos.

La estructura de las glitazonas que son ligandos sintéticos de PPAR-y y de los acidos
enddogenos, ligandos del receptor GPR40 también se tomaron en cuenta, ademas en el L-
5 de la Facultad de Farmacia UAEM se han sintetizado una serie de compuestos basados
en acidos fenilpropiénicos y la conservacion de la region &cida de la pioglitazona, como
ACB-7,” THA-1,% ERO-2,%" CGC-2% y CGC-4°%8 |os cuales demostraron efecto antidiabético
satisfactorio en ensayos in vivo, resaltando al compuesto ACB-7 que mostré efecto

polifarmacoldgico en calculos in silico, ensayos in vitro e in vivo. (Figura 18).
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Figura 18. Moléculas sintetizadas en el L-5 con efecto antidiabético, donde la parte roja indica la parte acida
de la molécula y la parte negra la region hidrofébica que cambia con distintos sustituyentes.

En este proyecto se consideraron los compuestos sintetizados por la Dra. Blanca Colin
Lozano, el M en F. Josué Martinez Miranda y el ciudadano Sergio Peralta Diaz que
mostraron una buena actividad en la activacion tanto de PPAR-y como de GPR40.(: %) Para
mantener las propiedades acidas de las glitazonas y acidos grasos enddégenos, se propuso
la sintesis de compuestos Ce-C3 basados en el acido -o-(hidroxifenil)propenoico colocando
en posicién orto al éter seguido de los respectivos sustituyentes, siendo estos: naftaleno
(NAH-1), bifenilo (NAH-2), bifenilcarbonitrilo (NAH-3), morfolina (NAH-4) y piperdina (NAH-
5), (Esquema 1).

Estas modificaciones en la region aromatica (auxoforo) se realizaron para aumentar el
volumen en la molécula y de este modo reforzar las interacciones en el sitio de union, en el
compuesto NAH-1 se utilizé el naftaleno el cual es una estructura privilegiada debido a la
amplia actividad farmacoldgica que posee,®® el bifenilo, que se conservd del compuesto
ACB-7 y el bifenilcarbonitrilo son considerados para las moléculas NAH-2 y NAH-3, los
cuales son sustituyentes que demostraron buena actividad antidiabética in vivo, para los
compuestos NAH-4 y NAH-5, se utilizaron la morfolina y la piperidina respectivamente para

aumentar la probabilidad de formar nuevas interacciones.
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Esquema 1: Compuestos propuestos tomando la estructura de agonistas endégenos y distintas moléculas
sintetizadas en el laboratorio 5.
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7.- METODOLOGIA EXPERIMENTAL

7.1.- Evaluacion in silico

El analisis quimioinformatico se realiz6 bajo la tutoria del Dr. Gabriel Navarrete Vazquez,
utilizando diferentes programas o portales de acceso gratuito y otros con licencia. Se
determind el perfil farmacocinético, toxicoldgico y farmacodinamico de los compuestos
propuestos de manera virtual. PASSonline evallUa y predice el posible espectro de actividad
biolégica de las moléculas propuestas, ADMETIlab y SwissADME proporcionan parametros
fisicoquimicos y el proceso ADME a tomar en cuenta de éstas. ACD/ToxSuite y DataWarrior
calculan los riesgos de toxicidad, como el bloqueo de canales hERG (ACD/ToxSuite),
irritabilidad, mutagenicidad y carcinogenicidad. Por ultimo, se llevé a cabo un acoplamiento
molecular refinado utilizando el programa MOE (Molecular Operating Environment) para
predecir el posible modo de union de los compuestos sobre los blancos terapéuticos
propuestos en el proyecto, GPR40 (PDB ID: 4PHU) y PPAR-y (PDB ID: 1171). Posterior a
esto, se realiz6 un andlisis de consenso farmacolégico para priorizar la sintesis de los

compuestos que arrojaron mejores resultados.

7.1.1.- PASSonline

Es un programa gratuito online disefiado para evaluar el posible potencial biol6gico de una
molécula, esto lo hace por medio de la prediccion de la probabilidad de actividad dirigido
para cierto tipo de enfermedades. La plataforma contiene una base de datos que cuenta
con mas de 300 mil diferentes moléculas bioactivas y se basa en un analisis de la relacion
estructura-actividad (SAR).”

La probabilidad de actividad (Pa), predice que tanto la molécula en cuestion se asemeja a
moléculas cuya actividad ya es conocida y reportada, aunque cabe mencionar que esta
puede ser baja si no se encuentran muchas moléculas reportadas, mientras que la
probabilidad de inactividad (Pi) estima la probabilidad de que la molécula no presente la

actividad que se busca, por eso es importante saber discernir qué porcentaje es mas alto.
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7.1.2.- SwissADME

Este programa de acceso gratuito brinda informacion sobre la estructura y biodisponibilidad
y biofarmacéuticas de la molécula, también mide las propiedades fisicoquimicas,
farmacocinéticas con una manera muy simple de visualizar los resultados arrojados, como
el radar de biodisponibilidad o la probabilidad de absorcion intestinal o de barrera
hematoencefalica haciéndolo por medio del diagrama del “huevo cocido”.”* Aporta datos
interesantes, por ejemplo si la molécula presenta PAINS (pan assay interference
compounds) es decir moléculas promiscuas con unién a multiples proteinas o también datos
como alertas que podrian causar cierto nivel de toxicidad en la estructura porque evalla la

quimica farmacéutica del compuesto en cuestion.

7.1.3.- ADMETlIab

Este es un nuevo servidor el cual se encuentra en linea y es de uso libre para cualquier
usuario, se enfoca en la evaluacion de las propiedades ADMET de las moléculas a evaluar.
Proporciona a los usuarios un acceso facil a la prediccion completa, precisa y eficiente de
los perfiles ADMET de las sustancias quimicas, incluyendo las propiedades de absorcion,
distribucién, metabolismo, excrecién y toxicidad, asi como algunas propiedades
fisicoquimicas y de quimica farmacéutica importantes.”> En este programa se emplea el

marco MGA para poder arrojar resultados precisos de lo que se desea evaluar.

7.1.4.- Bio Transformer 3.0

El servidor se encuentra disponible en linea y realiza las predicciones in silico de cémo las
moléculas a sintetizar pueden metabolizarse dentro del organismo, esto lo hace
combinando enfoques de aprendizaje automatico con un sistema basado en reglas para
predecir el metabolismo de moléculas pequefias en los tejidos humanos, el intestino
humano y el entorno externo (microbiota del suelo y el agua).” Este servidor es capaz de
predecir metabolitos de compuestos xenobidticos y metabolitos de moléculas enddgenas,
esto es (til en este proyecto para predecir si existe algun riesgo de toxicidad y la forma en

la que se eliminaran estas moléculas.
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7.1.5.- ACD/ToxSuite

Este es un programa de software especializado en modelos humanos que involucran el
bloqueo de canales hERG (asociado a cardiotoxicidad), inhibicion de CYP3A4,
genotoxicidad, toxicidad aguda, toxicidad acuatica, efectos sobre la salud, como irritacion y
alteracion del sistema endocrino.” Este programa evallia también la DL50 comparando la
estructura de los compuestos a evaluar con otras parecidas reportadas realizando una
prediccion en especies como rata y raton por diferentes vias de administracion. Finalmente
se evalla la toxicidad tomando como referencia los pardmetros de la (Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Econémico) OECD en los que puede encontrarse el compuesto
dependiendo de los grupos funcionales que éste contenga en la estructura. Las
predicciones se realizan a partir de la estructura quimica y se basan en grandes bases de
datos validadas y modelos QSAR, en combinacién con conocimientos expertos en quimica

organica y toxicologia.

7.1.6.- Osiris Property Explorer

El explorador de propiedades de OSIRIS permite calcular simultaneamente distintas
propiedades relevantes para los compuestos bioactivos. Los resultados de la prediccion se
valoran y se codifican por colores. Las propiedades con alto riesgo de efectos no deseados
como mutagenicidad o mala absorcion intestinal se muestran en rojo, mientras que un
color verde indica un comportamiento similar a los farmacos.’” Este es un programa
descargable, disponible en linea (https://www.organicchemistry.org/prog/peo/) que
arroja predicciones de mutagenicidad, genotoxicidad e irritabilidad que el compuesto
propuesto podria causar dentro del organismo humano. Igualmente puede proporcionar
datos fisicoquimicos de la molécula y los resultados de qué tan segura puede ser con
un patrén de colores, siendo el verde sin ningun peligro, amarillo que tiene ciertas
alertas que podrian no ser tan severas para el dafio a la salud y el rojo es una alerta
alta de que existe un riesgo muy grande en cuanto a toxicidad. Es por ello que esta
herramienta también es util para discernir entre un grupo de varias moléculas y definir

cual es la més segura y eficaz.
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7.1.7.- Acoplamiento molecular

El acoplamiento molecular o docking es una herramienta que sirve para determinar el
posible modo de unién entre un compuesto bioactivo o ligando y su receptor biologico. Esto
se realiza por medio de un estudio de acoplamiento en donde se aplican modelos
computarizados para predecir la mejor orientacion de un ligando que se une al receptor de
interés.”® Esta herramienta desempefia un papel importante en la prediccion de la
orientacion del ligando cuando se une a un receptor de proteina o0 a una enzima utilizando
la forma y las interacciones electrostaticas para cuantificarla.”” Esta investigacion integra
los avances en biologia molecular, biotecnologia, bioinformatica, mateméticas, quimica con
modelado e informética con el fin de aumentar el poder predictivo de los programas de
acoplamiento.

Para realizar el acoplamiento molecular de los compuestos finales NAH 1-5 se utilizo el
programa Molecular Operating Environment (MOE), del cual se cuenta con una licencia
para su uso. Este programa arroja resultados en mapas 3D y 2D donde se pueden observar
claramente las interacciones que se generan entre el receptor biologico y el ligando a
analizar.

Se realiz6 el acoplamiento por triplicado utilizando las estructuras de los ligandos NAH 1-5
simulando un pH fisiolégico, sobre los receptores de GPR40 y de PPAR-y, en donde los

codigos PDB de estos receptores cristalizados son 4PHU y 1171, respectivamente.
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7.2.- Sintesis quimica

La sintesis quimica se realizd en el Laboratorio 5 de la Facultad de Farmacia de la
Universidad Autonoma del Estado de Morelos, bajo la tutoria del Dr. Gabriel Navarrete
Vazquez. Una vez sintetizados los compuestos, estos fueron purificados y enviados para
realizar andlisis espectroscopicos y espectrométricos por el Dr. Emanuel Herndndez Nafez
y la Dra. Gloria Ilvonne Hernandez Bolio del Departamento de Recursos del Mar
CINVESTAV Unidad Mérida, posteriormente la asignacion de las sefiales se llevé a cabo

en el L-5.

7.2.1.- Retrosintesis

Este andlisis se realiza con el fin de obtener las moléculas que pueden ser utilizadas como
materias primas que sean accesibles o de fécil obtencién para sintetizar los compuestos
propuestos, considerando grupos funcionales, estereoquimica y enlaces que pueden

formar las materias primas para la construccién del compuesto de interés.

En el siguiente esquema se muestra el método a seguir para la obtencion de la serie de

compuestos NAH 1-5.
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NAH-1: Ar= 2-metil-naftaleno
NAH-2: Ar= 3-metil-1,1"-bifenilo O/\A ;
NAH-3: Ar= 4'-metil-(1,1'-bifenil)-2-carbonitrilo
NAH-4: Ar= 3-etilmorfolina

NAH-5: Ar= 1-etilpiperidin U

S .
HO OH

Acido malénico

H
s

Halogenuros de arilo

OH X=Cl, Br

Salicilaldehido

Esquema 2: Retrosintesis propuesta para la obtencion de las materias primas y la posterior sintesis de los
compuestos finales NAH 1-5.

7.2.2.-Sintesis general de los compuestos NAH 1-5.

La ruta de sintesis quimica propuesta se efectudé en el Laboratorio 5 de la Facultad de
Farmacia de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos, bajo la tutoria del Dr. Gabriel

Navarrete Vazquez.

Para llevar a cabo esta ruta de sintesis quimica propuesta se parti6 del 2-
hidroxibenzaldehido o salicilaldehido (7) y se realizd una sustitucién nucleofilica bimolecular
utilizando diferentes halogenuros de arilo para crear diferentes sustituyentes, se utilizé
K2CO3 como base y CH3CN como disolvente en condiciones de reflujo para obtener los
precursores de tipo 2-(ariimetometoxi)benzaldehidos debidamente sustituidos (13-17).
Finalmente proceder con una condensaciéon de Doebner Knoevenagel utilizando acido
malbnico, piperidina como base y tolueno como disolvente, igualmente en condiciones de

reflujo para asi obtener los compuestos finales NAH 1-5. (Esquema 3)
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8.-1 .- Ar= 2-metil-naftaleno
9.- 3-(bromometil)bifenilo

1

1

1

- Ar= 3-metil-1,1"-bifenilo

.- Ar= 4'-metil-(1,1'-bifenil)-2-carbonitrilo
.- Ar= 3-etilmorfolina

.- Ar= 1-etilpiperidina

0.- 4'-(bromometil)bifenil-2-carbonitrilo
1.- 4-(2-cloroetil)morfolina
2.- 1-(2-cloroetil)piperidina

arwN

Esquema 3: Ruta de sintesis para la obtencién de los compuestos finales NAH 1-5.

7.3.-Evaluacion farmacologica

7.3.1.- Evaluacion farmacoldégica in vitro

7.3.1.1. Ensayos in vitro sobre receptores PPAR-y y transportador de glucosa
tipo 4 (GLUT-4).

Para hacer estos ensayos se utiliza la linea celular 3T3-L1 la cual esta relacionada con la
diferenciacion de adipocitos maduros, en donde PPAR-y esta involucrado ya que se activa
y promueve la traslocacion de transportadores GLUT-4 y GLUT-1 lo que permite el ingreso
de la glucosa a las células. Al utilizar esta linea celular se tiene la certeza de que los
compuestos a analizar estaran actuando sobre los receptores de PPAR-y al observar la

activacion del receptor por medio de la expresion del receptor GLUT-4.

7.3.1.2. Ensayos sobre adipocitos diferenciados con los compuestos NAH-2,

NAH-3 y NAH-4 y cuantificaciéon de la expresion de RNA’s mensajeros.

Los fibroblastos 3T3-L1 (9x10° células por pozo) fueron sembrados en una placa de 6 pozos
(Corning Incorporated, NY, USA) en medio DMEM adicionado con 25 mM de glucosa, 10%
de suero fetal bovino (v/v), 1 mM de piruvato sédico, 2 mM de glutamina, 0.1 mM de
amino&cidos no esenciales, y gentamicina, bajo una atmésfera humidificada al 5% de COx,
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 uM de acetato de dexametasona,

y 0.8 uM de insulina por 48 h, seguido por insulina sola por 48 h mas. El medio de cultivo
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sin insulina fue reemplazado cada dos dias durante 8 dias de diferenciacién.”” Para
determinar el efecto de los compuestos sobre la expresion de PPAR-yy GLUT-4, las células

fueron tratadas por 24 h.

El ARN se aisl6 de las células de cultivo usando el reactivo de aislamiento TriPure
(Invitrogen). La absorbancia se midi6 a 260 y 280 nm para cada muestra de ARN y la
relacion de absorbancia (260-a-280 nm) es de 1.9 + 0.2. Para confirmar la integridad del
ARN, 1 ug fue corrido en de gel de agarosa al 1%. El ARN se revelé con bromuro de etidio
y se visualizé utilizando el Image Gel-Logic 212 Pro (Kodak/Caaresream). Dos bandas
ribosomales grandes (28S y 18S) pero no el ARN degradado son detectadas. 2 pg del ARN
total se transcribiran inversamente usando el ImProm Il reverse transcription system
(Promega, Madison, WI, USA), la reaccion (20 pL) se incubd en un termociclador
(BioProducts, West Palm Beach, FL, USA), bajo el siguiente programa de ciclos: incubacion
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. Entonces 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 PPAR-y (F-
CCAGAGTCTGCTGATCTGCG; R-GCCACCTCTTTGCTCTGCTC,; Gene Bank
NM_011146.1), GLUT-4 (FGATTCTGCTGCCCTTCTGTC; R
ATTGGACGCTCTCTCTCCAA; Gene Bank NM_009204.2), asi como la enzima de
iniciacion rapida, buffer para PCR y 3.5 mM MgClz, en un volumen final de 10 L, las
reacciones fueron medidas en un Rotor- Gene de tiempo-real (Corbett Life Science,
Concorde NSW, Australia). La amplificacion por PCR, se llevé a cabo usando las siguientes
condiciones de ciclos: pre-incubacion y desnaturalizaciéon a 95 °C durante 10 min. El umbral
de ciclos (Ct) se midié usando tubos separados y por duplicado. La identidad y pureza de
los productos de ampliacién fue monitoreada por electroforesis en gel de agarosa al 2 %.
La curva de fusién 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 incluyd un control negativo para cada gen. La cantidad de ARNm de cada adipocito
se normalizé de acuerdo con la cantidad de ARNm ribosomal que codifica para la proteina
36B4 F-AAGCGCGTCCTGGCATTGTCT; RCCGCAGGGGCAGCAGTGGT; Gene Bank
NM_007475.2).
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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 (- actina como el gen
de referencia, el cual se mantuvo estable durante todo el experimento). Los cambios
relativos en los niveles de expresiéon de un gen en especifico (AACt) son calculados como

ACt del grupo prueba menos ACt del grupo control y entonces presentado 2-AACt."®

7.3.2.- Evaluacion farmacoldgica in vivo

Se utilizaron ratones macho BALB/C de 20-35 g, los cuales fueron mantenidos bajo
condiciones estandar de laboratorio (ciclos 12 h dia/noche, 25° C, humedad 45-65%) y de
acuerdo con la NORMA Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas

para la produccion, cuidado y uso de los animales de laboratorio.”

Se realiz6 una curva de tolerancia a la glucosa en 5 ratones, donde se administraron los
compuestos NAH-2 y NAH-3 disueltos en Tween 80 al 10%, media hora después se
administroé una solucion de glucosa a cada raton, se recolectaron muestras de sangre a la
hora 0, 0.5, 1, 2 y 3 para medir los niveles de glucosay evaluar el efecto de los compuestos

elegidos.
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8.- RESULTADOS

8.1.- Resultados de evaluacion in silico
8.1.1.- PASSonline

En la tabla 2 se observa que todos los compuestos presentan buenas probabilidades de
actividad antidiabética y como promotores de insulina; en general el programa arrojé
probabilidades discretas como agonistas de GPR40 y PPAR-y, lo que indica que esta
propuesta de estructuras es novedosa para estos receptores, lo que explica porque el
programa no asigna una probabilidad de actividad ya que no cuenta con la informacion
suficiente de comparacién para dar un porcentaje. Se observa también que los compuestos
NAH-1, NAH-2, NAH-3 y NAH-5 presentan probabilidad de actividad como antidiabéticos,
promotores de insulina, y agonistas tanto de PPAR-y como de GPR40, mientras que el
compuesto NAH-5 no presentan una probabilidad de actividad como agonistas de GPR40,
siendo los compuestos NAH-1, NAH-2 y NAH-3 los que muestran mayor PA en diferentes

blancos terapéuticos para el tratamiento de la DT2.

Tabla 2: Resultados arrojados por el portal PASSonline para los compuestos a sintetizar NAH 1-6.

NAH-1 NAH-2 NAH-3 NAH-4 NAH-5
Actividad Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi Pa Pi

Al ELElee 42% 0.038% 47% 0.027% 45% 0.031% 35% 0.06% 37% 0.052%

Solleielgieci 40% 0.059% 53% 0.024% 29% 0.15% 31% 0.12% 45% 0.042%

insulina
Agonista 15% 0.012% 18% 0.009% 14% 0.014% 13% 0.016% 13% 0.016%
PPAR-y
Agonista 5% 0.006% 6% 0.005% 3% 0.019% - - 3% 0.014%

GPR40
Pi= Probabilidad de inactividad; Pa= Probabilidad de actividad
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8.1.2.- SwissADME

Este programa arroja parametros fisicoquimicos y propiedades biofarmacéuticas

importantes a considerar para la sintesis de las moléculas que se realizaran en el proyecto.

En latabla 3 se observa que ninguna molécula rebasa el limite de dos violaciones en cuanto
a las reglas de Lipinski y Veber. Se considera que un farmaco o compuesto bioactivo
disefiado para ser administrado por via oral debe cumplir las siguientes reglas para poseer
una buena permeabilidad en la membrana celular: peso molecular menor a 500 g/mol,
logaritmo del coeficiente de particion n-octanol/agua (LogP) menor a 5, el cual hace
referencia a la lipofilicidad, un nimero de donadores de puentes de H menor a 5 y un
namero de aceptores de puentes de H menor a 10. Los postulados de Veber amplian estos
pardmetros tomando en cuenta también el nimero de enlaces rotables, el cual debe ser
menor a 10 y el area polar superficial la cual debe ser menor a 140 A2.7° Por lo que se pudo
prever que los compuestos a sintetizar presentarian una buena permeabilidad cuando se

realizaran los ensayos farmacolégicos correspondientes.

Este programa arroja pardmetros fisicoguimicos y propiedades biofarmacéuticas

importantes a considerar para la sintesis de las moléculas que se realizaran en el proyecto.

Tabla 3: Resultados del programa SwissADME.

Compuesto NAH-4 NAH-5 TAK-875
PM (g/mol)

Enlaces rotables

H-aceptores

H-donador

P
TPSA (A )
Log P o

W

Solubilidad en agua

Absorcion IG

Lipinski
Veber

Puntaje de

biodisponibilidad
PAINS
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8.1.3.- ADMETlIab

Para la evaluacion de los parametros farmacocinéticos se utilizd el portal en linea
ADMETIab, el cual toma en cuenta tanto propiedades fisicoquimicas de las moléculas
evaluar como predicciones farmacocinéticas y toxicoldgicas que realiza basandose en

bibliotecas y bases de datos de las moléculas a evaluar.

En la tabla 4 se muestran los resultados obtenidos para cada compuesto y se observé que
todos presentan una buena probabilidad de absorcién intestinal, no se prevé que sean
inhibidores de glicoproteina P, la cual esté relacionada con la resistencia a farmacos, la
mayoria presentan buena probabilidad de biodisponibilidad oral, no tienen probabilidad de
inhibicion de la isoforma 3A4 del CYP450, la cual metaboliza la mayoria de los farmacos e
inhibirla podria provocar efectos toxicos. No presentan toxicidad AMES la cual esta
relacionada con mutagénesis. En cuanto a carcinogénesis, algunos de ellos presentan
cierta probabilidad de carcinogénesis, sin embargo, esto puede deberse a que el programa
detecta el fragmento del carbonilo o, B—insaturado, el cual esta reportado como un aceptor
de Michael que puede formar aductos con proteinas o ADN, sin embargo, las moléculas a
desarrollar son derivados del acido cinamico, un producto natural Ce-Cs; ampliamente
distribuido en la naturaleza y sin efectos mutagénicos o carcinogénicos reportados. En

general los compuestos tienen mayor probabilidad de ser seguros en ensayos in vivo.

Tabla 4: Resultados obtenidos del programa ADMETlab.

HIA+ HOB + No inhibidor No No toxico Probable I
inhibidor Carcinégeno

HIA+ HOB + No inhibidor No No toxico Probable I
inhibidor Carcinégeno

HIA+ HOB + No inhibidor No Toxico Probable I
inhibidor Carcinégeno

HIA+ HOB + No inhibidor No No téxico | No carcinégeno I
inhibidor

HIA+ HOB- No inhibidor No No toxico | No carcindbgeno I
inhibidor

HIA + HOB + No inhibidor No Toxico Probable Il
inhibidor Carcinégeno
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8.1.4.- ACD/ToxSuite

Con el programa ACD/ToxSuite se evaluaron los procesos toxicol6gicos como el bloqueo
de canales hERG, relacionados con cardiotoxicidad, también la inhibicion de diferentes
isoformas del CYP450 y predice la dosis letal media en rata y ratdn por diferentes vias de
administracion para obtener una clasificaciébn en cuanto a toxicidad de los compuestos a
sintetizar tomando los pardmetros de la OECD. A continuacion, se presentan los resultados
obtenidos en donde todos los compuestos reportan bajas probabilidades de bloqueo de
canales hERG y de las diferentes isoformas del CYP450 a diferencia de los controles
positivos clorfenamina y clotrimazol, farmacos usados como antihistaminicos y antifangicos
respectivamente. Los valores de DLso que presentaron los compuestos son dosis que se
pueden considerar altas a comparacion de la clorfenaminna por lo que el programa ubicé a
los compuestos entre los parametros de 4 y 5, los que indican “toxicidad moderada” o “sin

peligro” de acuerdo con la OECD. (Tabla 5)

Tabla 5: Resultados toxicoldgicos de los compuestos a sintetizar NAH 1-5 en comparacion con clorfenamina y
clotrimazol.

Probabilidad Probabilidad de Especie y via de Categoria

de bloqueo de CI50<1OuM isoformas | administracién DL50 (mg/kQ) OECD

canales hERG de CYP450
(Ki<10uM)

Compuesto
NAH-1
NAH-2
NAH-3
NAH-4
NAH-5

TAK-875

Clorfenamina

Clotrimazol
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8.1.5.- Bio Transformer 3.0

De acuerdo con las predicciones realizadas en el servidor se visualizaron las posibles
reacciones de fase | mas probables a suceder por medio del CYP450 isoforma 1A2, las
cuales incluyen la o-desalquilacién del enlace tipo éter y la hidroxilacion en los anillos
arométicos. En cuanto a los compuestos NAH-4 y NAH-5 también se puede presentar una
N-desalquilacion en el enlace que contiene a la morfolina y a la piperidina respectivamente.
(Figura 19) En cuanto a las reacciones de fase I, para todos los compuestos se observa la
o-glucuronidacion del &cido carboxilico por medio de la enzima uridinadifosfato
glucuroniltransferasa y también habrd una conjugacién con glicina en el sitio del acido

carboxilico formando una amida. (Figura 20)

¢}
OH
soeds |
U oot C
OH

Hidroxilacion de NAH-2

W

O-desalquilacion de NAH-1

N
X
O (0]
HO o (:(\)J\OH O
+
(o] NH
OH M
\@/\"/ O
le) N-desalquilacion de NAH-5

Hidroxilacion de NAH-3

Figura 19: Reacciones de fase | que se presentan en los compuestos NAH 1-5.
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Figura 20: Metabolitos de los compuestos NAH-1, NAH-3 (glucuronidacién) y NAH-4 (conjugacion con
glicina).
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8.1.6.- Osiris Property Explorer

Utilizando este programa se puede evaluar la probabilidad de que los compuestos
presenten caracteristicas toxicas como mutagenicidad, tumorigenicidad, irritacion y efectos
en el aparato reproductor, esto lo evalGa arrojando una alerta que sigue los colores de
seméaforo en donde el verde indica que no detecta ningun riesgo, el amarillo riesgo
moderado y el rojo alto riesgo. Después de evaluar los compuestos se puede observar en
la tabla la mayoria de ellos no presenta alertas, a excepcion del compuesto NAH-1, esta
alerta puede deberse al grupo naftaleno, sin embargo, se puede prever que los compuestos

seran seguros en este aspecto.

Tabla 6: Resultados obtenidos con el programa Osiris Property Explorer.

Propiedad NAH-1 | NAH-2 | NAH-3 | NAH-4 | NAH-5 | TAK-875

Mutagenicidad

Tumorigenicidad

Irritante

Efectos en el aparato
reproductor

8.2.- Resultados de Acoplamiento Molecular

Acoplamiento molecular con el programa Molecular Operating Environment (MOE).

Este procedimiento fue realizado sobre las proteinas de GPR40 y PPAR-y utilizando los
PDB: 4PHU vy 1171 respectivamente, en este programa se corrieron 100 poses,
seleccionando las 10 mejores en cuanto a energia de unién para finalmente tomar la pose
mas adecuada dependiendo del acomodo de la molécula sobre la proteina y el mejor score.
El acoplamiento se realizo por triplicado para observar que las moléculas no presentaran
diferencias tan grandes en los resultados obtenidos y verificar la precision de estos con la

desviacion estandar.
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8.2.1.- Acoplamiento molecular sobre GPR40.

8.2.1.1. Validacién sobre GPR40

Utilizando la proteina cristalizada del sitio Protein Data Bank® (4PHU) la cual contiene como
ligando cocristalizado al TAK-875, se realizo la validacion sobre este receptor para asegurar
gue la prediccion del modo de unidon sobre el blanco terapéutico sea correcta, por lo que se
utiliza el mismo ligando (TAK-875) y se realiza un reacoplamiento sobre el receptor. El
parametro que se toma en cuenta para asegurar la correcta validacion es el RMSD (root-
mean-square deviation) o la desviacion cuadratica media, el cual indica el movimiento que
tiene el ligando reacoplado en comparacion con el cocristalizado. Esta desviacion no debe
ser mayor a 2 A para que la validacién sea aceptada,®? cabe mencionar que entre mas

cercano sea el valor a 0 es mejor.

A continuacion, en la Figura 21 y Figura 22 se muestran los resultados obtenidos de la
validacion sobre GPR40, en donde se observan las interacciones con los aminoacidos
importantes (Tyr 91, Arg 183, Tyr 2240 y Arg 2258) para la correcta activacion del receptor
GPR40,2% en el sitio alostérico para agonistas parciales, el cual arrojé un score de -8.92 y
un RMSD de 1.33 A,
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Figura 21: Visualizacion en 3D del ligando cocristalizado (TAK-875) en cian, en comparacion con el ligando
reacoplado (verde). En la imagen de la izquierda se pueden observar las interacciones que presenta con los
aminoacidos importantes (RMSD: 1.33 A).

Ala
83
Pro
:

Figura 22: Visualizacion en 2D del ligando cocristalizado (rojo) y el reacoplado (verde) en donde se observa la

conformacion que adoptan y las interacciones (RMSD: 1.33 A).
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8.2.1.2. Acoplamiento molecular del compuesto NAH-1 sobre GPR40

En la siguiente figura se observa el acoplamiento molecular del compuesto NAH-1 sobre el
receptor de GPR40, este compuesto presentd un score total de -6.81 + 0.14 y presenté dos
de las interacciones importantes con Arg 183 y Arg 2258, las cuales son de tipo
electrostatico y puente de hidrégeno con los oxigenos del acido carboxilico que se

encuentra ionizado.

Figura 23: Visualizacion en 2D (izquierda) y 3D (derecha) del compuesto NAH-1 sobre GPR40 y las

interacciones que presenta.
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8..2.1.3. Acoplamiento molecular del compuesto NAH-2 sobre GPR40

En la Figura 24 se observa el acoplamiento molecular del compuesto NAH-2 sobre el
receptor de GPR40, este compuesto present6 un score total de -7.42 + 0.0005. Presenta
todas las interacciones importantes para activar el receptor, Tyr 91, Tyr 2240, Arg 183 y Arg

2258, destacando interacciones electrostaticas y puentes de hidrogeno reforzados.

Figura 24: Visualizacion en 2D (izquierda) y 3D (derecha) del compuesto NAH-2 sobre GPR40 y las

interacciones que presenta.
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8.2.1.4 Acoplamiento molecular del compuesto NAH-3 sobre GPR40

En la Figura 25 se observa el acoplamiento molecular del compuesto NAH-3 sobre el
receptor de GPR40, este compuesto presentdé un score total de -7.36 + 0.17, este
compuesto presenta 3 de las 4 interacciones importantes para activar el receptor, Tyr 91,
Tyr 2240 y Arg 183, también presenta un puente de hidrégeno adicional con Leu 135 que

interacciona con el nitrégeno del bifenilcarbonitrilo.

Figura 25: Visualizacion en 2D (izquierda) y 3D (derecha) del compuesto NAH-3 sobre GPR40 y las

interacciones que presenta.
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8.2.1.5 Acoplamiento molecular del compuesto NAH-4 sobre GPR40

A continuacion, se observa el acoplamiento molecular del compuesto NAH-4, este
compuesto presentd un score total de -6.73 = 0.05, este compuesto presenta 2 de las 4
interacciones importantes para activar el receptor: Arg 183 y Arg 2258, también presenta
otras interacciones polares con Ala 83 y Phe 142 de tipo 1r-cation con el anillo de morfolina
(Figura 26).

Figura 26: Visualizacion en 2D (izquierda) y 3D (derecha) del compuesto NAH-4 sobre GPR40 y las
interacciones que presenta.
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8.2.1.6. Acoplamiento molecular del compuesto NAH-5 sobre GPR40

En la Figura 27, se observa el acoplamiento molecular del compuesto NAH-5, este
compuesto presentd un score total de -6.61 + 0.0005, este compuesto presenta 2 de las 4
interacciones electrostaticas importantes para activar el receptor, Arg 183 y Arg 2258

también presenta otra interaccién polar adicional con Pro80 en el anillo de piperidina.

Figura 27: Visualizacion en 2D (izquierda) y 3D (derecha) del compuesto NAH-5 sobre GPR40 y las

interacciones que presenta.
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8.2.2.- Acoplamiento molecular sobre PPAR-y.

8.2.2.1. Validacion sobre PPAR-y

Para realizar el acoplamiento molecular sobre PPAR-y se utilizo la proteina cristalizada con
el cadigo (1171), el cual tiene como ligando cocristalizado a la molécula de Tesaglitazar, este
es un agonista dual PPAR a/y que mejor6 el metabolismo de la glucosa y los lipidos con
mayor eficacia en relacién con el agonismo PPAR-y selectivo,® sin embargo, puede
presentar efectos secundarios indeseables y en 2006 se puso fin a su desarrollo debido a
gue el perfil beneficio/riesgo no era prometedor. Los resultados obtenidos de la validacion
sobre este receptor se observan en las figuras siguientes donde se observan las
interacciones importantes para la activacion del receptor (Tyr 473, Ser 289, His 323 e His
449), arroj6 un score de -9.45 y un RMSD de 0.75 A.

Figura 28: Visualizacion en 3D del ligando cocristalizado (Tesaglitazar) en rosa, en comparacion con el
ligando reacoplado (cian) RMSD:0.75 A.
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Figura 29: Visualizacion en 2D del ligando cocristalizado (rojo) y el reacoplado (verde) en donde se observa la
conformacién que adoptan y las interacciones.

8.2.2.2. Acoplamiento molecular del compuesto NAH-1 sobre PPAR-y

Enla Figura 30 se observan las interacciones polares que arroj6 el compuesto NAH-1 sobre
este receptor, siendo estas Arg288 y Tyr327, si bien también mantiene las interacciones
importantes, esta Ultima de Tyr327 es trascendental para una activacion como agonista

parcial. La energia de union total que presentd este compuesto fue de -7.23 + 0.02.

Figura 30: Visualizacion en 2D (izquierda) y 3D (derecha) del compuesto NAH-1 sobre PPAR-y y las

interacciones que presenta.
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8.2.2.3. Acoplamiento molecular del compuesto NAH-2 sobre PPAR-y

El compuesto NAH-2 presentdé un score total de -7.46 + 0.14 y presenta interacciones
polares con Arg 288, Ser289, una interaccion de tipo 1-sp2 con Cys 285 y un puente de

hidrégeno con Met 364, manteniendo las demas interacciones de importancia. (Figura 31)

Figura 31: Visualizacion en 2D (izquierda) y 3D (derecha) del compuesto NAH-2 sobre PPAR-y y las

interacciones que presenta.
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8.2.2.4. Acoplamiento molecular del compuesto NAH-3 sobre PPAR-y

Enla Figura 32, se observa el acoplamiento molecular del compuesto NAH-3, este presento
un score total de -7.56 £ 0.1 y las interacciones principales con Tyr473, His323 e His449,
mas adicionales de tipo 1-catiébn con Lys367 y T-Sp3 con Cys285, ademas de Met348 y

con el nitrégeno del bifenilcarbonitrilo otra interaccioén con Tyr327.

Figura 32: Visualizacion en 2D (izquierda) y 3D (derecha) del compuesto NAH-3 sobre PPAR-y y las

interacciones que presenta.
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8.2.2.5. Acoplamiento molecular del compuesto NAH-4 sobre PPAR-y

El acoplamiento realizado con el compuesto NAH-4 arrojé un score total de -6.82 + 0.007 y
diversas interacciones con todos los aminoacidos importantes para la activacion del
receptor (Tyr473, Ser289, His323 e His449) y entre Arg288 y el anillo de morfolina.

Figura 33: Visualizacion en 2D (izquierda) y 3D (derecha) del compuesto NAH-4 sobre PPAR-y y las

interacciones que presenta.
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8.2.2.6. Acoplamiento molecular del compuesto NAH-5 sobre PPAR-y

En la Figura 34 se observa que el acoplamiento realizado con el compuesto NAH-5 arrojo

un score total de -6.60 + 0.085 y diversas interacciones con His 449 e His 323.

Figura 34: Visualizacion en 2D (izquierda) y 3D (derecha) del compuesto NAH-5 sobre PPAR-y y las

interacciones que presenta.

Tabla 7: Resultados del acoplamiento molecular realizado sobre los receptores de GPR40 y PPAR-y.

Proteina GPR40 PPAR-y

Validacion -8.92 -9.45

RMSD (A?) 1.33 0.75

Compuesto Energia de unién Ranking en Energia de Ranking en

(Kcal/mol) prioridad union (Kcal/mol) prioridad

NAH-1 -6.8119+0.14 5 -7.2386 + 0.02 3
NAH-2 -7.4263 + 0.0005 1 -7.4688 + 0.14 2
NAH-3 -7.3647 £ 0.17 2 -7.5691 + 0.1 1
NAH-4 -6.7387 £ 0.05 4 -6.8218 + 0.007 5
NAH-5 -6.6144 + 0.0005 6 -6.006 + 0.085 6
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8.3.- Andlisis de consenso Farmacoldgico

El fundamento del analisis de consenso farmacol6gico radica en que en cuantos mas
parametros coincidan en que un compuesto sera activo, presente baja toxicidad y un perfil
farmacocinético y biofarmacéutico adecuado, la seleccibn de un compuesto para su
priorizacion en cuanto a la sintesis y evaluacion farmacolégica es mas fiable, por lo que es
mas probable que un compuesto presente un comportamiento estable en un ensayo
biolégico cuando presenta una puntuacién alta en una coleccién de predicciones que una

puntuacién alta en una sola prediccion.®

Se realiz6 un andlisis de consenso farmacologico para agrupar todos los resultados de las
diferentes evaluaciones in silico, asi como del acoplamiento molecular sobre GPR40 y
PPAR-y, y de esta manera analizar que compuestos seran tomados en cuenta para priorizar
su sintesis, se toman en cuenta entonces que los compuestos presenten buenas
propiedades fisicoquimicas, biofarmacéuticas, farmacocinéticas, toxicologicas Yy

farmacodinamicas para asi obtener el perfil farmacolégico.

Se presentan los resultados con los colores del seméaforo para indicar las alertas, de los
cuales sera el color verde que indicara resultados aceptables, el color amarillo para
resultados moderadamente aceptables y el color rojo que indica una alerta en cualquier
aspecto, los de mayor relevancia a tomar en cuenta con una alerta roja son los resultados
de toxicidad. En la Tabla 8 se muestra este andlisis, en donde se decidio jerarquizar como
hits computacionales seguros y priorizar en primer lugar la sintesis del compuesto NAH-2,
en segundo lugar, la sintesis del compuesto NAH-3 y seguido de este el compuesto NAH-
1. Esto debido a que estas tres moléculas presentan buenas propiedades biofarmacéuticas,
farmacocinéticas y toxicolégicas, a pesar de que presentan alertas moderadas en cuanto a
la solubilidad y el programa ADMETIab arrojé alertas debido al carbonilo a,p-insaturado en
su estructura ya se discutié anteriormente porqué seguir adelante ya que derivan de
compuestos naturales que nunca han presentado afectaciones en este sentido. Estos tres
compuestos presentan también los mejores valores en cuanto a energia de unién con los
receptores que se desea activar, por lo que se puede interpretar que tendran mayor
probabilidad, sobre las moléculas restantes, de presentar buenos resultados en ensayos

biologicos.
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Tabla 8: Analisis de consenso farmacolégico de los compuestos NAH 1-5 en donde se muestra la priorizacion
gue se asignara para su sintesis y su seleccién como hits computacionales seguros.

Compuestos NAH-1 NAH-2 NAH-3 NAH-4 NAH-5

PM (g/mol)
TPSA (A)
FC SwissADME

ADMETIlab

BF Solubilidad Moderada Moderada Moderada

Log P

Tox ACD/ToxSuite

OPE

PASSonline

FD
Docking
(MOE)

Prioridad de sintesis y
posterior evaluacion in . . . . .
vitro e in vivo 3 1 2 4 S

8.4.- Sintesis Quimica
8.4.1.- Sintesis general de los precursores 2-(arilmetoxi)benzaldehidos
NAH 7-11.

En el siguiente esquema se muestra la ruta de sintesis general para la obtencion de los
compuestos precursores de tipo (arilimetoxi)benzaldehidos, en donde se parte del 2-
hidroxibenzaldehido y se afiaden diferentes halogenuros de arilo, se utiliza K2CO3 como
base y CH3CN como disolvente, se llevo a temperatura de reflujo, los tiempos de reaccion
variaron entre 8 y 17 horas, mientras que los rendimientos varian del 70 al 96% los cuales

son considerados buenos rendimientos.
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H K2COs3 H
' X/\AI’ CH3CN A&
3
OH X=Cl, Br O/\Ar
12: 1-(clorometil)naftaleno NAH 7-11

2-hidroxibenzaldehido 13: 3-(bromometil)bifenilo

14: 4'-(bromometil)bifenil-2-carbonitrilo
15: 4-(2-cloroetil)morfolina
16: 1-(2-cloroetil)piperidina

Esquema 4: Ruta general de sintesis para la obtencion de los compuestos precursores NAH 7-11.

8.4.1.1- Sintesis del 2-(naftalen-1-ilmetoxi)benzaldehido (NAH-7)

En un matraz bola de 10 mL se hizo reaccionar el 2-hidroxibenzaldehido (salicilaldehido)
con el 1-(clorometil)naftaleno en CH3CN como disolvente y K2CO3 como base, en un bafio
de aceite que se llevo a 82°C (condiciones de reflujo) durante 17 horas con agitacion
magnética (Esquema 5). Una vez terminada la reaccion esta se rotavaporé a sequedad y
posteriormente se agregaron 2 mL de H20 fria y se colocé en agitacion durante media hora,
pasado este tiempo se filtré el sélido obtenido y se realizaron dos lavados utilizando agua
fria nuevamente, obteniendo un sélido café que se dejé secar durante 24 horas en la
campana de extraccion. El rendimiento de esta reaccion fue del 96.75% y un punto de fusién
de 83.3-84.7°C.

(0]
(0]
K2COs3 H
H + CHiCN &
(@)
OH
Cl

Salicilaldehido NAH-7
1-(clorometil)naftaleno

Esquema 5: Ruta de sintesis para la obtencion del precursor NAH-7.
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En la Figura 35 se observa el espectro de RMN de *H del compuesto precursor NAH-7, en
donde a 5.60 ppm se observa un singulete que integra para 2 hidrégenos, por lo que
corresponde a los hidrégenos del metileno de la posicion 8 de la molécula, seguido a esta
sefal de 7.05 a 8.04 ppm se encuentran las sefiales correspondientes a la parte aroméatica
(Figura 36) de la molécula, la cual incluye al anillos del benzaldehido y naftaleno,
finalmente a 10.45 ppm se encuentra un singulete, el cual es la sefial del proton del

aldehido, en la posicién 1 de la molécula.

—10.45
8.04
8.02
7.91
7.89
7.87
7.86
7.60
7.59
7.53
7.47
7.24
7.19
7.18
7.05

—5.60

—1.66

D S S PRSI

Anillo Ay naftaleno

H-1

™S

L N

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1.0 10.5 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
1 (ppm)

Figura 35: Espectro de RMN *H del precursor NAH-7 en CDClz a 600 MHz.

En la siguiente figura se observa la parte aromatica del espectro de RMN de 'H de NAH-7,
donde a 7.05 ppm se encuentra un triplete que corresponde al protén de la posicién H-4,
en 7.18 ppm se observa un doblete perteneciente al protén en la posicién H-6 con una
Jo=8.4 Hz. A 7.47 ppm se encuentra un triplete correspondiente al proton de la posicion H-
3’ del anillo de naftaleno, seguido de un multiplete cuya senal se central se observa a 7.53

ppm y que pertenece a las posiciones H-5, H-2' y H-7’, posteriormente se encuentra un
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doblete en 7.59 ppm con una Jo=6.96 Hz perteneciente al proton en la posicion H-6,
posterior a esto se observa una sefial multiple de 7.86 ppm que corresponde al protén en
la posicién H-3 del anillo del benzaldehido con una Jo= 7.56 Hz y la posicién H-4’ del
naftaleno. Luego se encuentra un doble de dobles de 7.90 ppm con una Jm=1.56 Hz y
Jo=7.98 Hz para el proton en H-5'. Finalmente, a 8.02 ppm se encuentra un doblete que

corresponde al proton en la posicién H-8' con una Jo= 7.44 Hz.

_-8.0334
~-8.0204
_-7.9062
~-7.8946
~7.8680
_-7.1918
~7.1778
—7.0519

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.05 800 795 790 785 780 775 770 7.65 7.60 755 7.50 7.45 740 735 730 725 720 715 7.0 7.05 7.00
f1 (ppm)

Figura 36: Visualizacion de regién aromatica del RMN H del precursor NAH-7.

En las Figuras 37 y 38 se observa el espectro de RMN *3C del precursor NAH-7, donde de
las 17 sefiales esperadas se observan las 17, la primera sefal que se observa a 69.5 ppm
corresponde al metileno C-8, después a 113.3 ppm la sefial del C-6, en 121.4 ppm el pico
corresponde al C-4, mientras que a 123.6 ppm se encuentra la sefial del carbono de la
posicion C-8'. En 125.5 ppm se encuentra la sefal correspondiente a los carbonos C-6’ y
C-7’ , seguido de este la sefal del C-4a en 125.6 ppm, luego se observa el pico en 126.3
ppm del C-3’' y para el C-2’ el pico se encuentra a 126.8 ppm, seguido de la sefial en 126.9

para el C-4’. Posteriormente, a 128.7 ppm se encuentra la sefal correspondiente al carbono
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de la posicion C-2, después se observa otra sefial a 129.1 ppm para el C-5’ que corresponde
al naftaleno, luego de este le sigue una sefal en 129.6 ppm del C-3. En 131.6 ppm se
encuentra el pico correspondiente del carbono en la posicidon C-8a, en seguida a 134 ppm
esta la sefial del carbono de la posicion C-5, después, al C-1’ le pertenece la senal en 136.1
ppm, ya mas alejada en el espectro, la sefial a 161.3 ppm es perteneciente al carbono en

la posicion C-7 y finalmente se tiene la sefial del aldehido C=0 a 190 ppm.

o M HQYYHNA®RMOLN YT,
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| I T | | |

C-6
C-1

CDClIs

C-7

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 6!
f1 (ppm)

Figura 37: Espectro de RMN 3C del precursor NAH-7 en CDCls.
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Figura 38: Ampliacion de regién aromatica del espectro de RMN 13C del precursor NAH-7.

A continuacién, se observa el espectro de masas del compuesto NAH-7, donde el pico base
se encuentra a 141 m/z, este corresponde al fragmento del naftaleno. Otro pico de
relevancia que se puede observar en el espectro es a 115 m/z en donde la molécula que
se propone para esta sefial es que la estructura del metilnaftaleno sufre el rompimiento de
dos enlaces que componen al anillo, obteniendo una especie de propenil benceno.
Finalmente, a 262.1 m/z se encuentra el ibn molecular ya que este es el peso molecular del

compuesto precursor NAH-7.
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Figura 39: Espectrometria de masas del precursor NAH-7.

8.4.1.2.- Sintesis del 2-([1,1’-bifenil]-3-ilmetoxi)benzaldehido (NAH-8).

En un matraz bola de 10 mL se hizo reaccionar el 2-hidroxibenzaldehido con el 3-
(bromometil)bifenilo en CH3CN como disolvente y K2CO3 como base, en un bafio de aceite
que se llevé a 82°C (condiciones de reflujo) durante 13 horas con agitacion magnética
(Esquema 6). Una vez terminada la reaccién esta se rotavaporé a sequedad y
posteriormente se agregaron 2 mL de H20 fria y se coloco en agitacion durante media hora,
pasado este tiempo se observo la formacién de una resina café, por lo que se realizé una
extraccion con 5 mL de AcOEt por triplicado y después se rotavaporé nuevamente a

sequedad, obteniendo otra vez una resina. El rendimiento de esta reaccion fue del 70.33%.

)
0O
H K2CO03 CE‘\H
+ PBr CHiCN &
(0)
OH NAH-8

Salicilaldehido 3-(bromometil)bifenilo

Esquema 6: Ruta de sintesis para la obtencion del precursor NAH-8.
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8.4.1.3.- Sintesis del 4’-((fenoxiformil)metil)-[1,1’-bifenil]-2-carbonitrilo (NAH-9).

En el Esquema 7 se observa la sintesis a seguir para obtener el precursor NAH-9, en donde
se hizo reaccionar al 2-hidroxibenzaldehido con el 4'-(bromometil)bifenil-2-carbonitrilo en
CHsCN como disolvente y K.CO3 como base en un bafio de aceite que se llevo a 82°C
(condiciones de reflujo) durante 8 horas con agitacion magnética. Una vez terminada la
reaccion esta se rotavaporo a sequedad y posteriormente se agregaron 2 mL de H.O friay
se colocé en agitacion durante media hora, pasado este tiempo se filtrd el sélido obtenido
y se realizaron dos lavados utilizando agua fria nuevamente, obteniendo un sélido blanco
que se dejo secar durante 24 horas en la campana de extraccion. El rendimiento de esta
reaccion fue del 80.54%, con un punto de fusiéon de 176.6-178.6°C.

K2003 N
CHsCN TCHiCN & | |

Sallcualdehldo (0)
NAH-9
4'-(bromometil)bifenil-2-carbonitrilo O

Esquema 7: Ruta de sintesis para la obtencion del precursor NAH-9.

Las Figuras 40 y 41 muestran el espectro de RMN de 'H del precursor NAH-9, donde la
primera sefial a 5.27 ppm es un singulete que integra para dos protones, por lo que se
asigna a la posicion H-8 en la molécula, posteriormente de 7.08 a 7.89 ppm se encuentran
las sefales de los anillos A, By C y la dltima sefal en 10.6 ppm pertenece al protén del
aldehido. Enfocando las sefiales de los anillos (Figura 41) se observa que a 7.08 ppm esta
una sefal triple que corresponde a la posicidbn H-4, posteriormente en 7.46 ppm se
encuentra un triple de dobles que pertenece al proton H-3, seguida de esta sefal, aparece
a 7.53 ppm un doble de dobles correspondiente a las posiciones H-2' y H-6" del anillo B con
una Jo=7.8 Hz. Después se encuentra un triplete a 7.57 ppm del protén H-5, luego de este,

un doblete que pertenece a las posiciones H-3’ y H-5" en 7.58 ppm, en seguida se observa
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otro doblete a 7.61 ppm del protén H-4" del anillo C y a 7.62 ppm también se observa la
posicion H-3”. Después, a 7.66 ppm esta un triple de dobles en donde esté la sefial que
pertenece a la posicién H-6 con una Jo=7.62 Hz y una Jm=1.44 Hz, para el protén ubicado
en H-5” se observa un doble de dobles en 7.78 ppm y que tiene una Jo=7.8 Hz y una
Jm=1.38 Hz, finalmente de 7.88 ppm se encuentra también un doble de dobles

perteneciente al proton H-2” con una Jo=7.68 Hz y Jm=1.86 Hz.

-1.58

HDO

/" Anillos AByC

H-1 ™S

“ _l | ‘ L
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Figura 40: Espectro de RMN de 'H del precursor NAH-9 en CDClz a 600 MHz.
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Figura 41: Ampliacion del espectro de RMN de 'H del precursor NAH-9, donde se observan las sefiales de
los anillos A, By C.

En la Figura 42 se presenta el espectro de RMN 3C del precursor NAH-9 donde se
observan las 19 sefiales esperadas, en 70.2 ppm se encuentra el C-8, posteriormente a
111.5 ppm la sefial del C-6”, en 113.5 ppm se encuentra el C-6, a 118.9 ppm la sefial para
el carbono del carbonitrilo (C-9), posteriormente se encuentra el C-4 a 121.4 ppm. A 1254
ppm se encuentra el pico que pertenece a la posicion C-2”, mientras que en 127.7 ppm se
observa la sefial de la posicién C-2, en 128 ppm se ubica el C-4”, seguido de este, a 128.9
ppm esté el pico para las posiciones C-3’ y C-5’, posteriormente se encuentra los carbonos
C-2’y C-6’ a 129.4 ppm. En 130.3 ppm se encuentra el C-3, luego se observa al carbono
en posicion C-3” a 133.1 ppm, en seguida a 134 ppm el carbono en posiciéon C-5”, a 136.2
ppm el C-5y en 138.3 ppm la posicion C-4’, seguida de la posiciéon C-1" en 145.1 ppm.
Finalmente, a 161.1 ppm se encuentra la sefal para el carbono en posicion C-7 y en 189.9

ppm la sefial del carbono del carbonilo (C=0).

72



a - “moadNgEmMmT QN T Y AN ~

[} — NWWWTMOOD®M®@IMNLL — 0m— A

@ © TMaMmmmmnmeN NN ~ =

— — [ G e I [ [ Qe et il S St St S ST g} ~ ~

| | | Arre————t—— | |
cDCI3

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135r 130 125 120 115 110 105 100 95 20 85 80 75 70
1 (ppm)

Figura 42: Espectro de RMN de 3C del precursor NAH-9.
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Figura 43: Ampliacion de las sefiales de los anillos A, B y C del precursor NAH-9.
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En la siguiente figura se muestra el espectro de masas del precursor NAH-9 en donde el
pico base se encuentra 192.2 m/z el cual corresponde a la estructura del
metilbifenilcarbonitrilo, posteriormente el pico que estd a 165 m/z corresponde a la
estructura del metilbifenilo y finalmente se observa la sefial del ibn molecular a 313.1 m/z

que corresponde con el peso molecular del compuesto.
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Figura 44: Espectro de masas del precursor NAH-9.
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8.4.1.4.- Sintesis de la 2-(2-morfolinoetoxi)benzaldehido (NAH-10).

En el Esquema 8 se observa la sintesis a seguir para obtener el precursor NAH-10, en
donde se hizo reaccionar al 2-hidroxibenzaldehido con el clorhidrato de 4-(2-
cloroetil)morfolina en CH3CN como disolvente y K.CO3z como base en un bafio de aceite
que se llevo a 82°C (condiciones de reflujo) durante 11 horas con agitacion magnética. Una
vez terminada la reaccion esta se rotavaporé a sequedad y posteriormente se agregaron 2
mL de H20 friay se coloc6 en agitacion durante media hora, pasado este tiempo se observo
la formacion de una resina amarillenta, por lo que se realizé una extracciéon con 5 mL de
AcOEt por triplicado y después se rotavaporé nuevamente a sequedad, obteniendo otra vez
una resina amarilla. El rendimiento de esta reaccion fue del 84.75%.

*HClI
of o

Ho KeCOs H (\ o
N CHsCN N \)
OH O/\/

Salicilaldehido NAH-10
O

Clorhidrato de 4-(2-cloroetil)morfolina

Esquema 8: Ruta de sintesis para la obtencién del precursor NAH-10.

8.4.1.5.- Sintesis del 2-(2-(piperidin-1-il)etoxi)benzaldehido (NAH-11).

En el Esquema 9 se observa la sintesis a seguir para obtener el precursor NAH-11, en
donde se hizo reaccionar al 2-hidroxibenzaldehido con el clorhidrato de 1-(2-
cloroetil)piperidina en CH3CN como disolvente y K.CO3; como base en un bafio de aceite
que se llevo a 82°C (condiciones de reflujo) durante 17 horas. Una vez terminada la reaccion
esta se rotavaporo a sequedad y posteriormente se agregaron 2 mL de H20 friay se coloco
en agitacion durante media hora, pasado este tiempo se observo la formacién de una resina
café clara, por lo que se realiz6 una extraccion con 5 mL de AcOEt por triplicado y después
se rotavapord nuevamente a sequedad, obteniendo otra vez una resina. El rendimiento de

esta reaccion fue del 70.68%.

75



*HCI

Cl o
0]
H K2COs3 - H
+ N CHCN & N
O/\/
OH NAH-11
Salicilaldehido

Clothidrato de 1-(2-cloroetil)piperidina

Esquema 9: Ruta de sintesis para la obtencién del precursor NAH-11.

A continuacién, se presentan las caracteristicas fisicoquimicas que los precursores (NAH
7-11) presentan.

Tabla 9: Resumen de las caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos precursores NAH 7-11.

Compuesto Tiempo de Rendimiento (%) Punto de fusién Apariencia fisica

reaccion (h) (°C)

NAH-8

NAH-10
NAH-11 Resina café

NAH-9 “ 80.54 176.6-178.6 Polvo blanco

En las siguientes tablas se resumen las sefales de los diferentes desplazamientos quimicos

gue obtuvieron los precursores solidos NAH-7 y NAH-9.
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Tabla 10: Desplazamientos quimicos de RMN 'H y *3C del compuesto precursor NAH-7.

Posicién 3 'H ppm (600 Multiplicidad J (Hz) 8 3C ppm (150 MHz)
MHz)
1 10.45 S - 190
2 - - - 128.7
3 7.86-7.87 d Jo=7.56 129.6
4 7.05 t - 121.4
5 7.53 m - 134
6 7.18-7.19 d Jo=8.4 113.3
7 - - - 161.3
8 5.6 S - 69.5
Naftaleno
1 - - - 136.1
2 7.53 m - 126.8
’ 7.47 t - 126.3
4 7.86-7.87 d J0=9.72 126.9
4a - - - 125.6
5 7.89-7.91 dd Jm=1.56 129.1
Jo=7.98

6 7.59-7.60 d J0=6.96 125.5
’ 7.53 m - 125.5
8 8.02-8.04 d J0=9.36 123.6
8a - - - 131.6
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Tabla 11: Desplazamientos quimicos de RMN *H y 13C del compuesto precursor NAH-9.

Posicion & 'H ppm (600 Multiplicidad | J (Hz) 8 13C ppm (150 MHz)
MHz)

1 10.60 S - 189.9

2 - - - 127.7

3 7.45-7.48 td Jo=7.38 130.3

4 7.08 t - 121.4

5 7.57 t - 136.2

6 7.65-7.68 td Jm=1.44 113.2
Jo=7.62

7 - - - 161.1

8 5.27 S - 70.2

9 - - - 118.9
Bifenilcarbonitrilo

1 - - - 136.9

2 7.53-7.55 dd Jm=1.62 1294
Jo=7.8

3 7.58 d J0=8.94 128.9

4 - - - 138.3

’ 7.58 d Jo=8.94 128.9

6’ 7.53-7.55 dd Jm=1.62 129.4
Jo=7.8

17 - - - 145.1

2’ 7.88-7.89 dd Jm=1.86 125.4
Jo=7.68

3” 7.62 d Jo=8.28 133.1

4 7.61 S - 128

5” 7-78-7.79 dd Jm=1.38 134
Jo=7.8

6" - - - 111.5
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8.4.2.- Sintesis general de los compuestos finales NAH 1-5.

Usando la ruta de sintesis general de tipo Doebner-Knoevenagel se muestra a continuacion
y se llevo a cabo para la obtencién de los compuestos finales de tipo acidos fenilpropenoicos
(cinamicos), en donde se partié de su respectivo precursor NAH 7-11 y se afiadié 4cido
maldnico, se utilizé piperidina como base, tolueno como disolvente y se llevé a temperatura
de reflujo, los tiempos de reaccién variaron entre 4 y 10 horas, mientras que los

rendimientos van del 53 al 82% por lo que se consideran rendimientos de moderados a

buenos.
* o)
o g )
LU N
—_—
+ HO OH Tolueno A o~
O/\Ar Acido malénico O Ar
NAH 1-5

NAH 7-11

Esquema 10: Reaccion de Doebner-Knoevenagel usada como ruta de sintesis general para los compuestos
finales NAH 1-5.

8.4.2.1.- Sintesis del acido-3-(2-((2’-ciano-[1,1’-bifenil]-4-il)metoxi)fenil)propenoico
(NAH-3).

En un matraz de 10 mL se agreg6 el precursor NAH-9 con tolueno como disolvente,
posteriormente se agregd el &cido maldnico, piperidina y se mantuvo en agitacion
magnética en un bafio de aceite llevando a 110°C durante 10 horas (Esquema 11). Una
vez finalizada la reaccion corroborada mediante CCF, se rotavapor6 a sequedad y se dej6
evaporar el tolueno durante 24 horas, pasado este tiempo se agregaron 2 mL de H,O friay
se coloco en agitacion magnética durante media hora, posteriormente se llevé a pH de 4
utilizando HCI al 10% y se observo la formacion de un sélido blanco, el cual se filtro y se
lavé 2 veces con agua fria. El sélido resultante se dejé secar durante 24 horas, después de
este tiempo se realizé un repulpe con agua fria y se filtr6 nuevamente el sélido que tomé
un color crema. El rendimiento de esta reaccion fue de 80.53% y el punto de fusion fue de
180.5-181.7°C.

79



(0]
: N O
I o 9 : S
0 O J\/”\ H N
Tol A
NAH-9 " Ho oH U © |
Acido malénico NAH-3

Esquema 11: Ruta de sintesis para la obtencion del compuesto final NAH-3.

En las Figuras 45y 46 se observa el espectro de RMN de *H del compuesto final NAH-3,
en donde a 5.21 ppm se encuentra un singulete que integra para dos protones por lo que
este corresponde al metileno de la posicion H-10, posteriormente se observa un doblete en
6.57 ppm con una Jtrans= 16.14 Hz, la cual corresponde al protén 3 que se encuentra unido
a un doble enlace en posicion trans, a 6.97 ppm se observa un triplete el cual pertenece al
H-6, en 7.32 ppm esta una sefial triple correspondiente al H-7, en 7.42 ppm también es un
triplete que corresponde al protdon H-5. Después a 7.50 ppm se encuentra un doblete
perteneciente a las posiciones H-2’ y H-6’ del anillo B con una Jo=7.68 Hz, en seguida, se
observa otro doblete en 7.53 ppm correspondiente a los protones de las posiciones H-3' y
H-5’ del anillo B con una Jo=8.76 Hz, a 7.57 ppm se observa un doblete con una Jo= 8.64
Hz que pertenece al protén H-8. En 7.58 ppm se encuentra otra sefial correspondiente al
proton H-2” del anillo C, posteriormente en 7.61 ppm se encuentra un ftriplete,
correspondiente al H-5” del anillo C y en seguida se observa otra sefial que pertenece a la
posicion H-4” a 7.63 ppm, después se observa un doblete en 7.74 ppm perteneciente al H-
3” del anillo C con una Jo=8.64 Hz, como la penultima sefal se encuentra otro doblete en
8.16 ppm que corresponde al proton de la posicion H-2 que también estd unido al doble
enlace, con una Jtrans=16.14 Hz y finalmente a 8.75 ppm se observa una sefial muy
pequefia caracteristica del proton de un grupo OH, el cual pertenece al acido carboxilico.

La correcta asignacion de estas sefiales se realiz6 con la ayuda del espectro en 2D HMBC.
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Figura 45: Espectro de RMN H del compuesto final NAH-3 en CDCl3 a 600 MHz.
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Figura 46: Ampliacion de las sefiales correspondientes a los anillos A,By C de NAH-3.
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En las Figuras 47 y 48 se observa el espectro de RMN de **C del compuesto final NAH-3,
en donde el primer pico a 70.1 ppm corresponde al carbono en la posicién C-10 de la
molécula, posteriormente en 111.4 ppm se encuentra la sefial que pertenece al C-6” del
anillo C, en seguida la sefial a 113 ppm es correspondiente al C-5 del anillo A, en 118.9
ppm esta la sefal para el carbono en la posicion C-3, luego de este, en 119.2 ppm esta el
pico de la posicién que contiene al carbonitrilo, C-11. Después la sefial perteneciente al C-
6 se encuentra en 121.4 ppm. A 124 ppm se encuentra el pico que corresponde al carbono
C-4, luego de este en 127.6 ppm esta la sefial de los carbonos C-2’ y C-6’ del anillo B,
seguidas en 127.8 ppm por el pico perteneciente a los carbonos C-3’' y C-5’ del mismo anillo,
después se encuentra el C-7 a 129.2 ppm del anillo Ay a 129.3 ppm la sefial del C-2”, en
130.3 ppm esta el pico perteneciente al carbono C-4’, luego el C-8 del anillo A se encuentra
a 131. 8 ppm. En seguida a 133.1 ppm esta el carbono de la posicién C-5", después se
encuentra en 133.9 ppm la sefal perteneciente al C-1” ambos del anillo C, en 137.4 ppm la
sefal correspondiente al C-3”, luego de este, en 138 ppm se encuentra el pico del C-1’ del
anillo B, en seguida se encuentra el carbono de la posicién C-2 en 141.3 ppm y a 145. 2
ppm se observa la sefial del C-4”. Finalmente, en 157.5 ppm se encuentra el penultimo pico

que pertenece al C-9y en 172.5 ppm el carbono del carbonilo (C-1).

—172.5
- 77.4
—70.1

CDCl3

T T T T T T T T T T T T T T T
170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 93 90 85 80 75 70
f1 (ppm)

Figura 47: Espectro de RMN *3C del compuesto final NAH-3.
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Figura 48: Ampliacion de parte aromatica del compuesto final NAH-3.

sefiales y corrobora la obtencién del compuesto final NAH-3.
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A continuacion, se presenta el espectro en 2D (HMBC) (Figura 49) de NAH-3 en donde se
correlacionan las sefiales del espectro de RMN 'H y *3C. Esto facilité la asignacion de
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Figura 49: Espectro 2D HMBC del compuesto final NAH-3 en azul RMN H y rojo 3C.
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En la Figura 50 se observa el espectro de masas del compuesto NAH-3 en donde el pico
base corresponde al fragmento del éter unido al bifenilcarbonitrilo a 207 m/z y también se
observa el ion molecular a 355 m/z, correspondiente al peso molecular del compuesto.
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Figura 50: Espectro de masas del compuesto final NAH-3.

En la siguiente tabla se presentan las caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos
finales NAH 1-5.

Tabla 12: Caracteristicas fisicoquimicas de los compuestos finales NAH 1-5.

Compuesto Tiempo de Rendimiento (%) Punto de Apariencia fisica

reaccion (h) fusion (¢ C)
NAH-1 . 182.7-183.9
NAH-2 5 81.81 129.1-132.8 Polvo color arena

Polvo beige

NAH-3 10 80.53 180.5-181.7 Polvo color crema

NAH-4 5 71.27 N/A Resina amatrilla
NAH-5 4 53.53 175.2-179.8 Polvo amarillo
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8.4.3.- Tablas de espectroscopia de RMN *H y 3C de los compuestos finales

(NAH 1-5).

Tabla 13: Desplazamientos quimicos de RMN *H y 3C del compuesto final NAH-1.

Posicién 3 H ppm (600 Multiplicidad J (Hz) 8 13C ppm (150 MHz)
MHz)
1 - - - 172.4
2 8.1-8.13 d Jtrans=16.02 142
3 6.46-6.49 d Jtrans=16.08 118.5
Anillo A
1 - - - 123.5
2 6.99 t - 129
3 7.07-7.08 d Jo=8.28 121.4
4 7.54 m - 129.2
5 7.34 t - 113.3
6 - - - 157.7
7 5.61 S - 69.3
Naftaleno

1 - - - 131.4
2 7.54 m - 126.8
3 7.46 t - 125.5
4 7.89-7.9 d Jo=7.98 128.4
4a - - - 133.9
5 7.84-7.85 d Jo=8.22 127.2
6’ 7.54 m - 126.3
7 7.54 m - 126.2
g 8.04-8.05 d Jo=8.28 124.1
8a - - - 132
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Tabla 14: Desplazamientos quimicos de RMN *H y 3C del compuesto final NAH-2.

Posicién | & H ppm (600 MHz) | Multiplicidad J (Hz) 3 13C ppm (150 MHz)
1 8.51 S - 168.4
2 792'794 d Jtrans:16.08 139
3 656'658 d Jtransz 16.14 1202

Anillo A
1 - - - 123.4
2 7.63-7.64 d Jo=7.8 129.6
3 6.99 t - 121.5
T e 132.1
5 7.21-7.22 d Jo=8.28 113.6
6 - - - 157.2
7 5.28 S - 70.1
Bifenilo
’ - - - 138
’ 7.78 S - 126.8
3 - - - 140.9
Jo=7.44
4 7.49-7.51 dd 126.3
Jm=2.64
5 7.54-7.55 d Jo=8.28 129
6’ 7.39-7.41 d Jo=8.1 127
1”7 - - - 140.3
Jo=7.92
2" 7.67-7.71 dd 129.4
Jm=3.64
Jo=8.28
3” 7.45 td 128
Jm=3.24
4” 7.37 t - 127.2
Jo=8.28
5” 7.45 td 128
Jm=3.24
Jo=7.92
6” 7.67-7.71 dd 129.4
Jm=3.64
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Tabla 15: Desplazamientos quimicos de RMN *H y 3C del compuesto final NAH-3.

Posicién 3 'H ppm (600 Multiplicidad J (Hz) 3 13C ppm (150 MHz)
MHz)
1 8.75 S - 172.5
2 8.15-8.17 J trans=16.14 141.3
3 6.56-6.58 d J trans=16.14 118.9
Anillo A
1 - - - 124
2 7.42 t - 113
3 6.97 t - 121.4
4 7.32 t - 129.2
5 7.56-7.57 d Jo=8.64 131.8
6 - - - 157.5
7 521 S - 70.1
Anillo B
1 - - - 138
2 7.50-7.51 d Jo=7.68 127.6
’ 7.53-7.54 d Jo=8.76 127.8
q - - - 130.3
5 7.53-7.54 d Jo=8.76 127.8
6’ 7.50-7.51 d Jo=7.68 127.6
Anillos C
1”7 - - - 133.9
2" 7.58 S - 129.3
3” 7.74-7.75 d Jo=8.64 137.4
4” 7.63 S - 145.2
" 7.60-7.61 t - 133.1
6" - - - 111.4
8 - - - 119.2
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Tabla 16: Desplazamientos quimicos de RMN H y *3C del compuesto final NAH-4.

4
5 O/ﬁa
TN
2 6
3.[ j5'
Oz

Posicién 5 °H ppm (800 Multiplicidad J (Hz) 8 13C ppm (150 MHz)
MHz)
1 - - - 171.2
2 8-8.03 d Jtrans=16.14 140.7
3 6.48-6.5 d Jtrans= 16.14 119.3
Anillo A
1 - - - 123.8
2 6.89-6.9 d Jo=8.34 131.7
3 6.96 t - 121.3
4 7.32 m - 129.1
5 7.5-7.51 dd Im=1.68 112.3
Jo=7.74
6 - - - 157.5
7 4.21 t - 65.5
8 2.96 t - 57.5
Morfolina

1’ - - - -

2 2.72 t - 53.8
3 3.78 t - 66.5
4 - - R -

5 3.78 t - 66.5
6 2.72 t - 53.8
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Tabla 17: Desplazamientos quimicos de RMN 'H y *3C del compuesto final NAH-5.

3 5
T
Posicion 3 1H ppm (600 Multiplicidad J (Hz) 3 13C ppm (150

MHz) MHz)
1 11.05 S - 168.1
2 7.83-7.85 d Jirans= 16.08 138.7
3 6.51-6.54 d Jrans= 16.14 120.2

Anillo A
1 - - - 123.2
2 7.70-7.71 d Jo=7.86 132.2
3 7.03 t - 122.0
4 7.42 t - 128.7
5 7.13-7.14 d Jo=8.34 113.2
6 - - - 156.3
7 4.53 t - 63.5
8 3.05 t - 54.9
Piperidina

1’ - - - -
2 1.82 m - 53.0
3 1.68 m - 22.7
4 1.39 m - 21.6
5 1.68 m - 22.7
) 1.82 m - 53.0
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8.5.- Evaluacién farmacoldgica

8.5.1.- Evaluacion farmacoldgica in vitro.

8.5.1.1. Ensayo in vitro sobre la expresion relativa de PPAR-yy GLUT4.

Se determind in vitro el efecto de los compuestos seleccionados como hits computacionales
seguros en orden de jerarquia: NAH-2, NAH-3 y NAH-1 sobre PPARy asi como sobre su
producto de activacion GLUT-4. Para este ensayo se utilizaron adipocitos los cuales fueron
sometidos a tratamiento con los compuestos durante 24 h. La expresién relativa se obtuvo
a partir de los datos de la cuantificacion de los RNAm en PCR-RT con respecto al gen 36B4.
En las siguientes figuras se observan los niveles de expresion que cada uno de los

compuestos elegidos obtuvo sobre PPAR-yy GLUT-4.
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Figura 51: Niveles de expresion sobre PPAR-y y GLUT-4 de los compuestos NAH-1, NAH-2 y NAH-3.

En la Figura 51 se observa como los compuestos elegidos como hits computacionales
seguros mediante el andlisis in silico de consenso farmacoldgico obtuvieron resultados
favorables (correlacion in silico/ in vitro) en cuanto a la activacion de PPARy, siendo el
compuesto NAH-3 el que presenté mayor actividad en ambos casos, reflejando un nivel de
expresion mayor que pioglitazona, agonista de este receptor. De igual forma, el compuesto
NAH-3 presenté mayor nivel de expresion en GLUT-4 lo que correlaciona con los resultados
arrojados en el acoplamiento molecular, ya que el programa MOE estimé que este seria el
compuesto que presentaria mayor activacion sobre este receptor y por ende el

cotransportador que activa.
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Figura 52: Niveles de expresion sobre GPR40 e insulina de los compuestos NAH-1, NAH-2 y NAH-3.

En estas gréaficas se observa la activacion del receptor GPR40, donde los compuestos NAH-
2 y NAH-3 presentaron niveles similares a los de glibenclamida, sin embargo, el compuesto
NAH-1 present6 altos niveles de expresién de activacion de este receptor y en cuanto a la
liberacion de insulina este mismo compuesto presenté niveles muy similares a los de
glibenclamida, aunque NAH-2 y NAH-3 también presentan buenos niveles de liberacion de
esta hormona, lo que indica que los compuestos podrian presentar buena actividad

antihiperglucémica.
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8.5.2.- Evaluacién farmacoldégica in vivo.

8.5.2.1.- Curva de tolerancia a la glucosa realizada con los compuestos NAH-2 y
NAH-3.

Después de realizar el andlisis in silico de consenso farmacoldgico, seleccionar los hits
computacionales seguros, concluir la sintesis quimica de los compuestos y evaluar in vitro
su efecto, se eligieron a los 2 hits computacionales seguros de la serie, los cuales fueron
NAH-2 y NAH-3 y se llevé a cabo la evaluacion de estos compuestos mediante una prueba

de tolerancia a la glucosa oral en ratones BALB/C.

Se tomo la glibenclamida como un control hipoglucémico y para determinar la actividad de
los compuestos a evaluar se determind una dosis Unica de 100 mg/kg, estos compuestos

fueron administrados en suspensién de agua fisiolégica con Tween 80 al 10%.

En la Figura 51 se muestra la actividad que presentaron estos compuestos en el ensayo el
cual tuvo una duracion de 3 horas. En la gréfica se observa que el compuesto NAH-3 llevo
a niveles normo glucémicos a las 2 horas del ensayo y evitd6 de manera eficiente y muy
similar a la glibenclamida el pico hiperglucémico al administrarse por via oral una carga de
glucosa disuelta en agua. Si bien, se muestran a la par los resultados del compuesto NAH-
2, este no evito el pico hiperglucémico, pero fue capaz de llevar a niveles normo glucémicos
a la 3ra hora del ensayo, por lo que ambos compuestos mostraron el efecto deseado. Hay
que considerar también que quizas los compuestos estén actuando, en mayor parte por un
mecanismo diferente, ya sea por activacion de PPARy, activacion de GPR40, o ambos y
podria ser esta la razén por la que en este tipo de ensayo se observan mejores resultados

sobre el compuesto NAH-3 que en el compuesto NAH-2.
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Figura 53: Gréfica de la prueba de tolerancia a la glucosa utilizando los compuestos NAH-2 y NAH-3.

ANOVA de dos vias (n=5, p < 0.05).

9.- CONCLUSIONES

e Elandlisis in silico de consenso farmacoldgico jerarquizé como hits computacionales
seguros y priorizé la sintesis y evaluacion de los compuestos NAH-2, NAH-3 y NAH-
1.

e Tanto el compuesto NAH-3 como el NAH-1 presentaron excelente actividad in vitro
sobre PPAR-y y GPRA40, respectivamente.

e Elcompuesto NAH-3 presentd un efecto antihiperglucémico en ratones ya que evito
el pico hiperglucémico y disminuy6 los niveles de glucosa de manera eficaz de
acuerdo con la curva de tolerancia a la glucosa (CTG), lo que demuestra correlacion
con los ensayos in vitro e in silico realizados.

o De acuerdo con los resultados observados in vitro e in vivo en la curva de tolerancia
a la glucosa, el andlisis in silico de consenso farmacoldgico fue aceptable, ya que
los tres compuestos de los que se decidié priorizar su sintesis debido a sus
caracteristicas  farmacocinéticas, farmacodindmicas, biofarmacéuticas y
toxicoldgicas favorables, presentaron actividad antihiperglucémica en ensayos de

CTG, siendo considerados como hits experimentales.
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10.- PERSPECTIVAS

o Realizar ensayos in vivo para observar la actividad antidiabética de los compuestos
NAH-1, NAH-2 y NAH-3 en un modelo murino.

o Sintetizar mas compuestos derivados del acido-o-hidroxicinAmico con diferentes
sustituyentes a los ya probados anteriormente y realizar los ensayos pertinentes

para intentar aumentar la actividad obtenida por los compuestos obtenidos.

o Reducir el tiempo de la sintesis de estos compuestos intentando realizarla con

equipos innovadores como la sintesis por microondas o con el reactor Anton-Paar.

11.- PARTE EXPERIMENTAL

11.1.- Instrumentacion

La sintesis de todos los compuestos, finales (NAH 1-5) y precursores (NAH 7-11) se llevo

a cabo utilizando los reactivos disponibles en Sigma Aldrich® (Tabla 18).

Tabla 18: Precio de reactivos utilizados en el proyecto para la sintesis de la serie de compuestos NAH2S,

Reactivo Costo (MXN.) Cantidad (g) CASS No.
Salicilaldehido $785.00 100 90-02-8
Acido mal6nico $1210.00 100 141-82-2

1-(clorometil)naftaleno $1314.00 100 86-52-2
3-(bromometil)bifenilo $1791.00 5 14701-31-5
4’-(bromometil)bifenil- $2389.00 5 114772-54-2
2-carbonitrilo
Clorhidrato de 4-(2- $682.00 5 3647-69-6
cloroetil)-morfolina
Clorhidrato de 1-(2- $1502.00 100 2008-75-5
cloroetil)piperidina
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La sintesis de los compuestos se llevé a cabo en una parrilla de agitaciéon magnética marca
IKR® CMAG HS 4, se utilizaron matraces bola de 5,10, y 25 mL, acondicionados con barras
de agitacion magnética y a reflujo. Al terminar las reacciones se extrajeron los diferentes
disolventes utilizados con un rotavapor marca BUCHI R-300 acoplado a una bomba de alto
vacio marca BUCHI.

Para obtener el punto de fusion de los diferentes compuestos sintetizados se utilizé un

fusiémetro Stanford Research, modelo EZ-Melt®.

11.2.- Cromatografia

Para medir el avance de las reacciones quimicas realizadas se monitorearon por
cromatografia en capa fina (ccf) en placas de 2.5 cm x 4 cm recubiertas con silice gel 60
(Merck- F254). La visualizacion se llevd a cabo con lampara de luz ultravioleta a longitudes
de onda de 254/ 366 nm (entela UVGL-25) y con vapores de yodo. Para la elucién de las

placas cromatogréaficas se utilizaron los siguientes sistemas. (Tabla 19)

Tabla 19: Fases moviles utilizadas para realizar la cromatografia de capa fina en el monitoreo de las reacciones
guimicas.

Sistema Proporcion Composicion
I 90:10 Hex:AcOEt
l 80:20 Hex:AcOEt
i 95:5 CH2Cl>:MeOH
v 90:10 CH2Cl>:MeOH
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11.3.- Sintesis de los compuestos finales NAH 1-5.

11.3.1.- Sintesis del 4cido-3-(2-(naftalen-1-ilmetoxi)fenil)propenoico (NAH-1).

O
(0]
\

o o0 N OH

H ‘ . )I\/U\ Tolueno A
HO” OH 0 O
(0} O Acido malénico NAH-1
NAH-7 O

En un matraz de 25 mL se agregaron 0.3 g de NAH-7 en 3.5 mL de tolueno y se colocé en
agitacion magnética durante 5 minutos para la completa incorporacién del precursor,
posteriormente se agregaron 0.143 g (0.0014 mol, 1.2 eq.) de &cido malbnico y 0.032 mL
de piperidina (0.3 mmol, 0.3 eq., 0.028 g, $=0.862 g/mL) a temperatura ambiente. Después
de agregar todos los reactivos se coloc6 el matraz en un bafio de aceite y se equip6 con
una trampa de Dean-Stark, a la cual se le agreg6 tolueno y se llevé a temperatura de reflujo.
La reaccion fue monitoreada mediante el sistema Il y luego de 6 horas finalizé al consumirse
completamente el reactivo limitante. El producto resultante se rotavaporé a sequedad y se
dej6 24 horas para dejar que el tolueno se evaporara en totalidad, se obtuvo una resina
café la cual, una vez que estuvo totalmente seca se le agregaron 2 mL de H2O fria, se
colocd en agitaciéon en un bafo de hielo para acidificar, el pH inicial fue de 9, por lo que
lentamente se agregd HCI al 10% para llegar a un pH final entre 3 y 4, conforme el pH fue
disminuyendo se observo la formacion de un sélido beige, este se filtré y se dej6é secar en
totalidad. Posterior a esto se realiz6 un repulpe con 10 mL de H;O fria durante 30-40
minutos, se filtr6 nuevamente obteniendo un sélido color beige, el cual tuvo un rendimiento
experimental de 82.06% y un PF=182.7-183.9°C.

RMN 1H (600 MHZ, CDCls-d) &: 5.61 (s, H-7), 6.46 (d, H-3, Jtrans=16.08), 6.99 (t, HA-2), 7.07
(d, HA-3, J0=8.28), 7.34 (t, HA-5), 7.46 (1, H-3"), 7.54 (m, 4H, HA-4, H-2", H-6", H-7’), 7.84 (d, H-
5, J0=8.22), 7.89 (d, H-4’, Jo=7.98), 8.04 (d, H-8', Jo=8.28), 8.1 (d, H-2, Jtrans=16.02) ppm.

RMN 13C (150 MHz, CDCls-d) &: 69.3 (C-7), 113.3 (C-5), 118.5 (C-3), 121.4 (CA-3), 123.5 (CA-
1), 124.1 (C-8'), 125.5 (C-3'), 126.2 (C-7’), 126.3 (C-6’), 126.8 (C-2'), 127.2 (C-5'), 128.4 (C-4),
129 (CA-2), 129.2 (C-4), 131.4 (C-1’), 132 (C-8a), 133.9 (C-4a), 142 (C-2), 157.7 (C-6), 172.4
(C=0) ppm.

EM-IM m/z (% int. rel.) 141.1 (M-163, 100), 207 (M-97.1, 100), 281.1 (M-23, 100).

96



11.3.2.- Sintesis del acido-3-(2-([1,1’-bifenil]-3-ilmetoxi)fenil)propenoico (NAH-2).

g

En un matraz de 10 mL se agregaron 0.166 g de NAH-8 con 1.5 mL de tolueno y se coloco

0]

O O
: Il o 0 N N o
+ Tolueno &

Acido malénico
NAH-2
NAH-8

en agitacibn magnética a temperatura ambiente durante 5 minutos para la completa
incorporacién del precursor, posteriormente se agregaron 0.073 g (0.7 mmol, 1.2 eq.) de
acido malénico y 0.017 mL de piperidina (0.18 mmol, 0.3 eq., 0.0153 g, 6=0.862 g/mL) a
temperatura ambiente. Después de agregar todos los reactivos se colocé el matraz en un
bafio de aceite y se equip6 con una trampa de Dean-Stark, a la cual se le agregé tolueno y
se llevé a temperatura de reflujo. La reaccion fue monitoreada mediante el sistema | y luego
de 5 horas finaliz6 al consumirse completamente el reactivo limitante. El producto resultante
se rotavaporé a sequedad y se dejo 24 horas para dejar que el tolueno se evapore en
totalidad, se obtuvo una resina café a la cual se le agregaron 2 mL de H;O fria 'y se colocé
en agitacion en un bafio de hielo para acidificar, el pH inicial fue de 7, por lo que lentamente
se agreg6 HCI al 10% para llegar a un pH final entre 3 y 4, conforme el pH disminuyé se
observo la formacion de un sélido, el cual se filtr6 y se dejo secar en totalidad. Posterior a
esto se realiz6 un repulpe con 5 mL de H,O fria durante 30 minutos, se filtr6 nuevamente
obteniendo un sdlido color café claro, el cual tuvo un rendimiento experimental de 81.81%
y un PF=129.1-132.8°C.

RMN 1H (600 MHZ, DMSO) &: 5.28 (s, H-7), 6.57 (d, H-3, Jtrans=16.14), 7.00 (t, H-3), 7.21
(d, H-5, Jo= 8.28), 7.38 (t, H-4"), 7.4 (d, H-6’, Jo=8.1), 7.45 (td, 2H, H-3”, H-5” J0=8.28,
Jm=3.24), 7.5 (dd, H-4’, Jo=7.44, Jm= 2.64), 7.55 (d, H-5’, J0=8.28), 7.64 (d, H-2, Jo=7.8),
7.69 (dd, 2H, H-2”, H-6”, Jo= 7.92, Jm= 3.64), 7.78 (s, H-2), 7.93 (d, H-2, Jtrans=16.08),
8.51 (-OH) ppm.

RMN 13C (150 MHz, DMSO) &: 70.1 (C-7), 113.6 (C-5), 120.2 (C-3), 121.5 (CA-3), 123.4
(CA-1), 126.3 (C-4), 126.8 (C-2'), 127 (C-6), 127.2 (C-4"), 128 (2C, C-3”, C-5"), 129 (C-5),
129.4 (2C, C-2”, C-6"), 129.6 (CA-2), 132.1 (CA-4), 138 (C-1"), 139 (C-2), 140.3 (C-1"),
140.9 (C-3'), 157.2 (C-6), 168.4 (C=0) ppm. EM-IM m/z (% int. rel.) 167.1 (M-163, 100),
286.1 (M-44, 100).
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11.3.3.- Sintesis del &cido-3-(2-((2’-ciano-[1,1’-bifenil]-4-il)metoxi)fenil)propenoico
(NAH-3).

I ) I
A
H N 0O O N OH
—_— N

| | * )I\/U\ Tolueno A | |

0 O HO OH o
Acido malénico

NAH-9 O NAH-3 O

En un matraz de 10 mL se agregaron 0.1 g de NAH-10 con 1.5 mL de tolueno y se coloco
en agitaciéon magnética durante 5 minutos para la completa incorporacion del precursor,
posteriormente se agregaron 0.04 g (0.4 mmol, 1.2 eq.) de &cido malénico y 0.09 mL de
piperidina (0.09 mmol, 0.3 eq., 0.0082 g, 6=0.862 g/mL) a temperatura ambiente. Después
de agregar todos los reactivos el matraz se colocé en un bafio de aceite y se equip6 con
una trampa de Dean-Stark, a la cual se le agreg6 tolueno y se llevé a temperatura de reflujo.
La reaccion fue monitoreada mediante el sistema | y luego de 10 horas finalizé al
consumirse completamente el reactivo limitante. El producto resultante se rotavaporé a
sequedad y se dejé 24 horas a temperatura ambiente para dejar que el tolueno se evaporara
en totalidad, se obtuvo un sélido blanco al cual, una vez que estuvo totalmente seco se le
agregaron 2 mL de HO fria, se coloc6 en agitacion en un bafio de hielo para acidificar, el
pH inicial fue de 7, por lo que lentamente se agreg6é HCI al 10% para llegar a un pH final
entre 3 y 4, el solido se filtr6 y se dejo secar en totalidad. Posterior a esto se realizé un
repulpe con 5 mL de H.O fria por media hora y se filtr6 nhuevamente obteniendo un sélido

color crema, el cual tuvo un rendimiento experimental de 80.53% y un PF=180.5-181.7°C.

RMN 1H (600 MHZ, CDCls-d) &: 5.21 (s, H-10), 6.56 (d, H-3, Jtrans=16.14), 6.97 (t, 2H, H-
6),7.32 (t, H-7), 7.42 (t, H-5), 7.5 (d, 2H, H-2’, H-6’ J0=7.68), 7.53 (d, 2H, H-3', H-5' J0=8.76),
7.56 (d, H-8, J0=8.64), 7.58 (s, H-2"), 7.61 (t, H-5"), 7.63 (s, H-4"), 7.74 (d, H-3"J0=8.64),
8.15 (d, H-2, Jtrans=16.14), 8.75 (-OH) ppm. RMN 13C (150 MHz, CDCls-d) &: 70.1 (C-10),
111.4 (C-6"), 113 (C-5), 118.9 (C-3), 119.2 (C-11), 121.4 (C-6), 124 (C-4), 127.6 (2C, C-2,
C-6'), 127.8 (2C, C-3', C-5), 129.2 (C-7), 129.3 (C-2"), 130.3 (C-4’), 131.8 (C-8), 133.1 (C-
5”), 133.9 (C-1"), 137.4 (C-3"), 138 (C-1'), 141.3 (C-2), 145.2 (C-4"), 157.5 (C-9), 172.5
(C=0) ppm.

EM-IM m/z (% int. rel.) 355 (M+), 207 (M-148).
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11.3.4.- Sintesis del acido-3-(2-(2-morfolinoetoxi)fenil)propenoico (NAH-4).

) I
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N HO OH O
0/\/ Acido malénico
NAH-4 [Nj
(0)

En un matraz de 10 mL se agregaron 0.153 g de NAH-10 con 1.5 mL de tolueno y se coloco

NAH-10

en agitacibn magnética a temperatura ambiente durante 5 minutos para la completa
incorporacién del precursor, posteriormente se agregaron 0.087 g (0.8 mmol, 1.2 eq.) de
acido malonico y 0.02 mL de piperidina (0.2 mmol, 0.3 eq., 0.0177 g, 8=0.862 g/mL) a
temperatura ambiente. Después de agregar todos los reactivos el matraz se coloc6 en un
bafio de aceite y se equip6 con una trampa de Dean-Stark, a la cual se le agreg6 tolueno y
se llevé a temperatura de reflujo. La reaccién fue monitoreada mediante el sistema Il y
luego de 5 horas finaliz6 al consumirse completamente el reactivo limitante. El producto
resultante se rotavaporé a sequedad y a temperatura ambiente se dejo 24 horas para que
el tolueno se evaporara en totalidad, se obtuvo una resina amarillenta a la cual se le
agregaron 2 mL de H,O fria y se colocé en agitacion en un bafio de hielo para acidificar, el
pH inicial fue de 7, por lo que lentamente se agreg6é HCI al 10% para llegar a un pH final
entre 3 y 4, sin embargo esta vez no precipité nada al llegar al pH deseado, por lo que se
realizé una extraccion con 5 mL de AcOEt por triplicado, posteriormente se rotavaporé el
AcOEt y de nuevo resulté una resina amarilla, se disolvié con hexano y posteriormente con
acetona pero no precipité nada, por lo que se rotavaporé la acetona y se obtuvo

nuevamente la resina amarilla la cual tuvo un rendimiento experimental de 71.27%.

RMN 1H (600 MHZ, CDCls-d) &: 2.72 (t, 2H, H-2', H-6), 2.97 (t, H-8), 3.78 (t, 2H, H-3', H-
5), 4.21 (t, H-7), 6.48 (d, H-3, Jtrans=16.14), 6.89 (d, HA-2, J0=7.32), 6.96 (t, HA-3), 7.32
(td, HA-4), 7.5 (dd, HA-5), 8.01 (d, H-2, Jtrans= 16.14) ppm.

RMN 13C (150 MHz, CDCls-d) &: 53.8 (2C, C-2’, C-6’), 65.5 (2C, C-3’, C-5’), 112.3 (C-5),
119.3 (C-3), 121.3 (CA-3), 123.8 (CA-1), 129.1 (C-4), 131.7 (CA-2), 140.8 (C-2), 157.5 (C-
6), 171.2 (C=0) ppm.
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11.3.5.- Sintesis del acido-3-(2-(2-(piperidin-1-il)etoxi)fenil)propenoico (NAH-5).
o 0
H TR (Nj A OH
* HO)]\)]\OH Tolueno A
O/\l Acido malénico 0/\

NAH-11 N NAH-5 N

J (J

En un matraz de 10 mL, el cual contiene 0.133 g del precursor NAH-11 se agregaron 1.5
mL de tolueno y se colocd en agitacidbn magnética a temperatura ambiente durante 5
minutos para la completa incorporacion del precursor, posteriormente se agregaron 0.071
g (0.7 mmol, 1.2 eq.) de acido maldnico y 0.017 mL de piperidina (0.17 mmol, 0.3 eq., 0.0146
g, 6=0.862 g/mL) a temperatura ambiente. Se agregaron todos los reactivos dentro del
matraz y este se coloc6 en un bafio de aceite y se equip6 con una trampa de Dean-Stark,
a la cual se le agreg0 tolueno y se llevé a temperatura de reflujo. Se monitored mediante el
sistema IV y luego de 4 horas la reaccion finalizé al consumirse en totalidad el reactivo
limitante. El producto resultante se rotavapor6 a sequedad y se dejaron pasar 24 horas a
temperatura ambiente para dejar que el tolueno se evaporara en totalidad, se obtuvo una
resina amarillenta a la cual se le agregaron 2 mL de HO fria y se coloc6 en agitacién en un
bafo de hielo para acidificar, el pH inicial fue de 7, por lo que lentamente se agreg6é HCI al
10% para llegar a un pH final entre 3 y 4, sin embargo esta vez no precipité nada al llegar
al pH deseado, por lo que se realiz6 una extraccion con 5 mL de AcOEt por triplicado,
posteriormente, se observéd que el compuesto se quedaba en la fase acuosa por lo que se
rotavaporé en totalidad el H>O y se dej6 secar durante 48 horas. Pasado este tiempo se
observé un sélido amarillo en el matraz el cual se raspé y se le hizo un repulpe con 5mL de
acetona fria por 30 minutos. Se filtré el sélido resultante, el cual tuvo un rendimiento
experimental de 53.53% y un PF=175.2-179.8°C.

RMN 1H (600 MHZ, DMSO) &: 1.39 (m, H-4’), 1.68 (m, 2H, H-3’, H-5), 1.82 (m, 2H, H-2’, H-
6), 3.05 (t, H-8), 4.53 (t, H-7), 6.53 (d, H-3, Jtrans=16.14), 7.03 (t, HA-3), 7.14 (d, HA-5, Jo=
8.43), 7.42 (t, HA-4), 7.71 (d, HA-2, Jo= 7.86), 7.84 (d, H-2, Jtrans= 16.08), 11.05 (s, OH)
ppm. RMN 13C (150 MHz, DMSO) &: 21.6 (C-4'), 22.7 (2C, C-3’, C-5'), 53.0 (2C, C-2, C-6'),
54.9 (C-8), 63.5 (C-7), 113.2 (CA-5), 120.2 (C-3), 122.0 (CA-3), 123.2 (CA-1), 128.7 (CA-
4), 132.2 (CA-2), 138.7 (C-2), 156.3 (CA-6), 168.1 (C=0) ppm. EM-IM m/z (% int. rel.) 275
(M+), 98.1 (M-177, 100).
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11.4.- Sintesis de los compuestos precursores NAH 7-11.

11.4.1.- Sintesis del 2-(naftalen-1-ilmetoxi)benzaldehido (NAH-7).

(@]
(0]
K2CO3 H
H + CHiCN &
(@)
OH
Salicilaldehido NAH-7

Cl

1-(clorometil)naftaleno

En un matraz de 25 mL previamente envuelto en papel aluminio para proteger de
fotooxidacion, se agregaron 2 mL de CHsCN con 0.85 mL de salicilaldehido (0.0081 mol,
1g, 6=1.166 g/mL), se dej6 agitar durante 10 minutos a temperatura ambiente y se
agregaron 2.8 g de K»CO3 (0.02 mol, 2.5 eq.) previamente disueltos en 0.5 mL de H:0, la
mezcla se dejo agitar durante 40 minutos a temperatura ambiente. Pasado este tiempo, se
agregaron 1.28 g del 1-(clorometil)naftaleno (0.0073 mol, 0.9 eq; aunque posteriormente se
agregaron 0.2 eq. mas), el matraz se colocé en un bafio de aceite y se le colocd un
refrigerante para llevar la reaccion a temperatura de reflujo en atmosfera de nitrégeno
durante 17 horas. Una vez finalizada la reaccion, se rotavaporo el disolvente y se agregaron
10 mL de H0 fria y se coloc6 en agitacion magnética durante media hora, luego de esto
se filtr6 el sdlido resultante y se dej6 a sequedad durante 48 horas. Pasado este tiempo, se
realizé un repulpe con 10 mL de H,O fria y se dejo secar el sélido por 48 horas nuevamente.
El rendimiento obtenido fue del 96.75% con un PF= 83.3-84.7°C, el sistema de fase movil

utilizado para el monitoreo de esta reaccion fue el Il.

RMN 1H (600 MHz, CDCls-d) &: 5.6 (s, H-8), 7.05 (t, H-4), 7.18 (d, H-6, Jo=8.4), 7.47 (t, H-
3), 7.53 (m, 3H, H-5, H-2, H-7"), 7.59 (d, H-4’, J0=6.96), 7.86 (d, Jo= 7.56, 2 H, H-3, H-4"),
7.89 (dd, Jm= 1.56, Jo= 7.98, H-5'), 8.02 (d, J0=9.36, H-8'), 10.45 (CHO) ppm.

RMN 13C (150 MHz, CDCls-d) &: 69.5 (C-8), 113.3 (C-6), 121.4 (C-4), 123.6 (C-8'), 125.5
(2C, C-6', C-7'), 125.6 (C-4a), 126.3 (C-3'), 126.8 (C-2’), 126.9 (C-4’), 128.7 (C-2), 129.1 (C-
5), 129.6 (C-3), 131.6 (C-8a), 134 (C-5), 136.1 (C-1’), 190 (CHO) ppm.

EM-IM m/z (% int. rel.) 262.1 (M+), 141.1 (M-121.03), 115.1 (M-147.05).
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11.4.2.- Sintesis del 2-([1,1’-bifenil]-3-ilmetoxi)benzaldehido (NAH-8).

(0]
K2003
CHscN o
O
NAH-8

Salicilaldehido -(bromometil)bifenilo

En un matraz de 10 mL previamente recubierto con papel aluminio para proteger de

fotooxidacion se agregd 1 mL de CHsCN con 0.086 mL de salicilaldehido (0.82 mmol, 0.1g,
8=1.166g/mL), dejando agitar durante 10 minutos, después de este tiempo se agregaron
0.28g de K,CO3 (0.002 mol, 2.5 eq.), previamente disuelto en 6-8 gotas de H,O y se dejo
agitar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se agregaron 0.182
g del 3-(bromometil)bifenilo (0.74 mmol, 0.9 eq.), el matraz se coloc6 en un bafio de aceite
con un refrigerante y se subid la temperatura para llevar la reaccién a condiciones de reflujo
en atmosfera de nitrégeno. La reaccion finalizé en 13 horas y se rotavaporaron 3/4 del
disolvente, posterior a esto se agregaron 2 mL de H.O fria y se dej6 en agitacion a
temperatura ambiente durante media hora, pasado este tiempo, se observo la formacion de
una resina, por lo que se realizdé una extracciéon con 5 mL AcOEt, por triplicado, la fase
organica se rotavapord y se dej6é durante 12 horas a sequedad. Pasado este tiempo se
tomé placa de la resina resultante y se observé una sola mancha. El sistema de elucién

utilizado fue el IV y el rendimiento fue de 70.33%.
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11.4.3.- Sintesis del 4’-((fenoxiformil)metil)-[1,1’-bifenil]-2-carbonitrilo (NAH-9).

Cﬁzzﬁu |~|

Sahcnlaldehldo 0
NAH-9
-(bromometil)bifenil-2-carbonitrilo O

En un matraz bola de 10 mL previamente envuelto en papel aluminio para proteger de
fotooxidacion, se agreg6 1 mL de CHsCN con 0.086 mL de salicilaldehido (0.82 mmol, 0.1g,
6=1.166g/mL), dejando agitar durante 10 minutos, pasado este tiempo se agregaron 0.28¢g
de K>CO3 (0.002 mol, 2.5 eq.), previamente disuelto en 6-8 gotas de H,O y se dej6 agitar
durante 30 minutos a temperatura ambiente. Se agregaron 0.2 g del 4’-(bromometil)bifenil-
2-carbonitrilo (0.73 mmol, 0.9 eq.) y el matraz con un refrigerante se colocé en un bafio de
aceite, se aumentd la temperatura para llevar la reaccién a condiciones de reflujo en
atmasfera de nitrégeno. Luego de 8 horas, la reaccién finalizé y se rotavaporo el disolvente
a sequedad, posterior a esto se agregaron 2 mL de H:O fria y se dej6 en agitacién a
temperatura ambiente durante media hora, pasado este tiempo, el sélido resultante se filtrd
y se dejé a sequedad durante 24 horas. Una vez el compuesto seco en totalidad, se realizd
un repulpe para su purificacién utilizando 2 mL de H2O fria nuevamente, se filtré y se dejo
a sequedad. El rendimiento fue de 80.54% y el PF= 176.6-178.6°C, se utilizé el sistema IV

para el monitoreo de esta reaccion.

RMN 1H (600 MHz, CDCls-d) &: 5.27 (s, H-8), 7.08 (t, H-4), 7.45 (t, H-3), 7.53 (dd, 2H, H-2’,
H-6’, Jm=1.62, Jo=7.8), 7.57 (t, H-5), 7.58 (d, 2H, H-3’, H-5’ J0=8.94), 7.61 (d, H-4"), 7.62(
d, H-3”, Jo= 8.28), 7.65 (m, H-6, Jm= 1.44, Jo= 7.62), 7.78 (dd, H-5", Jm=1.38, J0o=7.8),
10.60 (s, CHO) ppm.

RMN 13C (150 MHz, CDCls-d) &: 70.2 (C-8), 111.5 (C-6), 113.2 (C-6), 118.9 (C-9), 121.4
(C-4), 125.4 (C-2"), 127.7 (C-2), 128 (C-4"), 128.9 (2C, C-3', C-5), 129.4 (2C, C-2', C-6'),
130.3 (C-3), 133.1 (C-3"), 134 (C-5"), 136.2 (C-5), 136.9 (C-1'), 138.3 (C-4'), 145.1 (C-1"),
161.1 (C-7), 189.9 (CHO) ppm.
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11.4.4.- Sintesis de la 2-(2-morfolinoetoxi)benzaldehido (NAH-10).

“HCI
0 ¢l 0
H + H K2COs H (\O
N CH3CN N \)
OH o
Salicilaldehido NAH-10
0

Clorhidrato de 4-(2-cloroetil)morfolina

En un matraz de 10 mL, previamente recubierto con papel aluminio para proteger de
fotooxidacion se agregd 1 mL de CHsCN con 0.086 mL de salicilaldehido (0.82 mmol, 0.1g,
8=1.166g/mL), dejando agitar durante 10 minutos, después de este tiempo se agregaron
0.28g de K,CO3 (0.002 mol, 2.5 eq.), previamente disuelto en 6-8 gotas de H,O y se dejo
agitar durante 30 minutos a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se agregaron 0.153
g de clorhidrato de 4-(2-cloroetil)-morfolina (0.82 mmol, 1 eq.), el matraz se colocé en un
bafio de aceite y se aumento la temperatura para llevar la reaccién a condiciones de reflujo
en atmosfera de nitrdgeno. La reaccion finalizé en 11 horas y se rotavaporé a sequedad,
posterior a esto se agregé 1 mL de acetona fria y se dej6 en agitacion a temperatura
ambiente durante 20 minutos, pasado este tiempo, se observé la formaciéon de un sélido
café, por lo que se tomo6 placa del sélido y el liquido, se determind que el compuesto de
interés se encontraba en el liquido, por lo que la parte liquida fue filtrada de la sélida se
separaron por filtracién, posterior a esto se evapord obteniendo una resina amarillenta, la
cual se dejo a sequedad durante 24 horas. El sistema de elucién utilizado fue el Il y el
rendimiento fue de 84.75%. Se tom6 una muestra de la resina la cual se disolvié en tolueno,
se tomo placa y se determind que el compuesto seguia intacto por lo que se precedié a

sintetizar el compuesto final NAH-4.
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11.4.5.- Sintesis del 2-(2-(piperidin-1-il)etoxi)benzaldehido (NAH-11).

*HCI
Cl 0
0
ol e GO
+ N CH3CN a N
O/\/
OH

NAH-11
Salicilaldehido

Clothidrato de 1-(2-cloroetil)piperidina

En un matraz de 10 mL cubierto en aluminio para proteger de fotooxidacion, se agreg6 1
mL de CHsCN con 0.086 mL de salicilaldehido (0.82 mmol, 0.1g, 8=1.166g/mL), dejando
agitar durante 10 minutos, después de este tiempo se agregaron 0.28g de K»>CO3 (0.002
mol, 2.5 eq.), previamente disuelto en 6-8 gotas de H.O y se dejé agitar durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se agregaron 0.166 g del clorhidrato de 1-(2-
cloroetil)piperidina (0.9 mmol, 1.1 eq.), el matraz se coloco en un bafio de aceite con un
refrigerante y se aumento la temperatura para llevar la reaccién a condiciones de reflujo en
atmosfera de nitrégeno. La reaccion finalizd en 17 horas, el disolvente se rotavaporo a
sequedad agregando 2 mL de H.O fria después, posteriormente se dejé en agitacion a
temperatura ambiente durante media hora, pasado este tiempo, se observo la formacion de
una resina, por lo que se realizé una extraccion con 5 mL AcOEt por triplicado, sin embargo,
el compuesto no se detectaba en el acetato, si no en el agua, por lo que se rotavaporo el
agua y se dejo secar durante 72 horas la resina resultante. El sistema de elucién utilizado

fue el 11l y el rendimiento fue de 70.68%.
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Figura 54: Espectro de RMN H del compuesto precursor NAH-7.
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Figura 55: Espectro de RMN *3C del precursor NAH-7.
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Figura 58: Espectro de RMN 13C del precursor NAH-9.
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Figura 59: Espectro de masas del precursor NAH-9.
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Figura 65: Espectro de masas del compuesto final NAH-2.
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Figura 66: Espectro de RMN H del compuesto final NAH-3.
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Figura 67: Espectro de RMN 3C del compuesto final NAH-3.
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Figura 71: Espectro de RMN de 'H del compuesto final NAH-4.
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Figura 73: Espectro de RMN *H del compuesto final NAH-5.
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