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RESUMEN

El dolor neuropatico es un padecimiento presente en diversas enfermedades,
constituye un desafio significativo para la Salud Publica, afectando amplios sectores
de la poblacién y generando importantes implicaciones econémicas y sociales
relevantes. Aunque existen diversos tipos de farmacos para tratar dicho
padecimiento, pero hoy en dia no cubren las expectativas terapéuticas, actuando
con baja eficacia o provocando una tolerancia en su uso crénico, disminuyendo la
calidad de vida de los pacientes. Por lo tanto, es necesaria la investigacion en el
desarrollo de nuevas moléculas que ofrezcan alternativas terapéuticas mas
afectivas para tratar dicho padecimiento.

En ese contexto se ha elegido al compuesto LMH-2, un analogo del
haloperidol, un neuroléptico que ha demostrado efecto nociceptivo en un modelo de
dolor neuropatico en estudios farmacoldgicos, el cual posee una alta afinidad hacia
los receptores sigma-1 actuando como antagonista.

En este trabajo se describe el disefio y la sintesis de dos compuestos
anélogos del compuesto LMH-2, con una sustitucion del grupo flior en posicién para
(p) del benceno disustituido por un metilo en el compuesto FRR-1 y un terbutilo en
el compuesto FRR-2, con la finalidad de mejorar las propiedades farmacologicas
del prototipo LMH-2. Sus estructuras fueron caracterizadas por técnicas
espectroscopicas de RMN 'H y 13C y espectrométricas (espectrometria de masas).

Las propiedades farmacocinéticas, farmacodindmicas y toxicolégicas se
realizaron por estimaciones in silico con resultados adecuados; al efectuar un
analisis de consenso farmacolégico, se determiné que ambos compuestos fueron
hits computacionales seguros. Los dos compuestos se evaluaron in vitro sobre el
receptor sigma-1, observando que los compuestos propuestos fueron lideres
experimentales, al presentar valores de afinidad nanomolares, resaltando al
compuesto FRR-2, con afinidad de 4.8 nM.

Mediante acoplamiento molecular, se determind que ambos compuestos
mantuvieron afinidad con el receptor sigma-1, observando sus interacciones
ligando-proteina primordiales para su reconocimiento, fundamentando el posible

modo de unidn y su relacion con los resultados farmacoldgicos.
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0. COMPUESTOS SINTETIZADOS

Compuestos finales benzamidas piperidinicas

FRR-1

N-(1-bencilpiperidin-4-il)-4-metilbenzamida

L0
Neog

FRR-2

N-(1-bencilpiperidin-4-il)-4-terbutilbenzamida




1. INTRODUCCION

El dolor neuropatico es definido por la Asociacion Internacional para el
Estudio de Dolor (IASP) desde el afio 2007 como el “dolor que se origina como
consecuencia directa de una lesion o enfermedad que afecta al sistema
somatosensorial. Este tipo de dolor es muy complejo, y a pesar de los avances
farmacoldgicos de los ultimos afios continlan siendo una causa de sufrimiento
importante en pacientes con dolor cronico, ya que no responden a los analgésicos
convencionales.!

En América Latina se estima que el dolor neuropatico afecta al 2% de la
poblacién. De los pacientes que acuden a consulta por dolor, el 15% es de origen
neuropatico. La mayoria de los pacientes que presentan sintomas de dolor
neuropatico son manejados en atencién primaria, y solo la minoria son trasferidos
a especialistas del dolor, que generalmente son cuadros refractarios. A pesar de
gue existen tratamientos, ningun farmaco ha demostrado beneficio total y exclusivo
para aliviar el dolor neuropatico en la actualidad, sélo proporcionan beneficio parcial,
por ejemplo, los casos de la pregabalina, gabapentina, lidocaina, carbamazepina,
entre otros. Ademas, el tratamiento debe ser individualizado, seleccionando el
farmaco méas adecuado para el paciente dependiendo de la edad, comorbilidades
asociadas, etc.

Dada esta problematica, es importante disefiar y desarrollar nuevos agentes
terapéuticos para el tratamiento de esta enfermedad, que sean mas eficaces y de
baja toxicidad. Asi como explorar nuevos blancos terapéuticos, para esto, se
propuso disefiar, sintetizar y biosimular compuestos bioactivos de tipo
alquilbenzamidas, los cuales se espera que sean afines al receptor sigma-1 como

una alternativa para el tratamiento del dolor neuropético.




2. ANTECEDENTES

2.1 Definicion de dolor
El dolor es un sistema de alarma que avisa que hay un dafio actual o

potencial y permite protegernos de ese dafio, constituyendo un mecanismo de
defensa. El dolor que se prolonga por mas de tres meses es denominado dolor
cronico, transformandose en una entidad patoldgica en si mismo.

En el afio 2007 se da como nueva definicion por la AISP como “el dolor que
se origina como consecuencia directa de una lesién o enfermedad que afecta el
sistema somatosensorial”. En esta nueva definicion, el término enfermedad se
refiere a procesos patolégico-especificos tales como inflamacion, enfermedades
autoinmunes o canalopatias, mientras que lesion se refiere a un dafio macro o
microscépicamente identificable. 2

Es importante tener en cuenta que el dolor es, en principio, un mecanismo
de defensa, cuya funcion es detectar y localizar los procesos que dafian las
estructuras corporales, pero de igual manera es un fenémeno subjetivo que puede
estar o no vinculado a una lesiébn o patologia organica. Ademas, cuando esta
vinculacion existe, la intensidad del dolor no estd necesariamente relacionada con
la gravedad de la alteracién que lo produce.

Por lo tanto, este mecanismo se activa cuando existe un estimulo mecanico,
térmico o quimico que activa los nociceptores, llevando la informaciéon hacia las
neuronas nociceptivas en la asta posterior de la médula espinal, que se proyectan
via talamo a las areas corticales generando las caracteristicas sensoriales y
emocionales del dolor. Estas vias espinales pueden transmitir estimulos inhibitorios
descendientes o influyentes facilitadoras desde el cerebro como se muestra en la
Figura 1.13
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Figura 1. Vias del dolor 4

Se han descrito tres tipos principales de dolor:

e Dolor nociceptivo: surge del dafo real o potencial al tejido no neural y se
debe a la activacion de los nociceptores A-0 y C en respuesta a un estimulo
nocivo sobre los tejidos corporales, que pueden ser secundario a una lesion,
enfermedad, infeccion o cirugia.

e Dolor Inflamatorio: debido a un dafio periférico en tejidos, generando el
proceso de inflamacion y producido por mediadores quimicos.

e Dolor neuropéatico: debido a una lesion primaria o enfermedad que afecta
al sistema somatosensorial debido a una disfuncién en el Sistema Nervioso
Periférico (SNP) o Sistema Nervioso Central (SNC).5

Se han identificado muchos tipos de dolor neuropatico, sin embargo, no hay una
clasificacion que satisfaga totalmente. La mas frecuentemente utilizadas es la que
se basa en la localizacion del generador del dolor, y lo divide en dos tipos:
1) Dolor de origen central (ej. Accidente cardiovascular, esclerosis multiple)
2) Dolor de origen periférico (ej. Neuropatia diabética, neuropatia inducida por
agentes quimioterapéuticos.®
Entre los tipos de dolor se encuentran los de presentacién espontanea en
ausencia de lesion causal, las reducciones anormales del umbral del dolor y los

dolores producidos por tacto y estimulos mecanicos de baja intensidad. Estas




formas de dolor pueden ser considerados como expresiones alteradas del sistema

neurofisiolégico encargado del procesamiento de sefales transmitidas.®

2.2 Dolor Neuropatico y su prevalencia.
El dolor neuropatico se produce por lesiones que alteran la estructura y

funcién del sistema nervioso somatosensorial. Estas lesiones producen respuesta
de manera espontanea ante la estimulacion nociva e inocua, resultando en
amplificacion patolégica.®

Este tipo de dolor posee una multiple etiologia, afectando del 25 al 29% de
la poblacién a nivel mundial mientras que en México se estima que afecta a 28
millones de personas. En un estudio del 2018 se observo que el 17% de los
pacientes atendidos en los centros de atencidn primaria presentaron dolor crénico.

En nuestro pais, se carece de informacién documental que caracterice la
prevalencia de este fendmeno. Sin embargo, un estudio nacional de corte
epidemioldgico sugiere que individuos que acudieron a los centros de medicina
familiar y presentaron una enfermedad dolorosa crénica claramente documentada,
tuvieron cuadros frecuentemente asociados a dolor neuropatico: por lesion de
médula espinal (57%); por dolor lumbar con componente neuropético (37%); por

neuropatia diabética (30%) y por dolor en esclerosis mltiple (28%). ’

2.3 Etiologia del dolor neuropatico
Este sindrome de dolor crénico tiene su origen en un dafio estructural de las

vias de conduccion y/o el cerebro. Estos cambios condicionan una de sus
principales caracteristicas: no requerir de un estimulo de los nociceptores para que
el dolor se manifieste, implicando que no hay transduccién o conversion de un
estimulo nociceptivo, cualquiera que este sea, en un impulso eléctrico. Tal hecho
es lo que permite considerar al dolor neuropéatico como una enfermedad
neuroldgica.

El dolor nociceptivo, por el contrario, se detona por estimulos fisiol6gicos,

como inflamacion, calor o presion en los nociceptores correspondientes. Generando




una respuesta que suele ser de duracion limitada y que no se asocia normalmente

a una lesion del sistema nervioso (Tabla 1.).

Tabla 1. Caracteristicas del dolor Neuropatico y Nociceptivo

CARACTERISTICAS
CLINICAS

DOLOR NEUROPATICO DOLOR NOCICEPTIVO

Dafio al sistema nervioso, usualmente
Causa acompafiado de cambios mal adaptativos Dafio a tejido actual o potencial

del sistema nervioso

Descriptores Lancinante, urente, punzante Agudo, palpitante, presion

e . o ) Infrecuente: si esta no tiene
Déficit sensorial Frecuente: adormecimiento, parestesias o .
distribucion metamérica

Puede haber déficit si hay nervios
. afectados. Distonias y espasticidad si hay .
Déficit motor ) ) Puede haber debilidad por dolor
lesiones del SNC o del SNP (sindrome

dolor regional complejos)

Dolor a menudo evocado por estimulos no i o
) o » Poco comun, salvo en territorio
Hipersensibilidad dolorosos (alodinia) o respuesta exagerada . »
i ) ) vecino a la lesion
a estimulos (hiperalgesia)

Irradiacion es poco cominy en

Caracter Es frecuente la irradiacion distal ) .
general proximal a lesion
) Exacerbaciones frecuentes e Poco comunes, asociadas a
Paroxismos . . .
impredecibles actividad

) o Cambios de color, temperatura, edema, .
Signos autonomicos ) i ) Poco comun
diaforesis en 30-50% de pacientes

Constituye esencialmente un sistema de alarma y defensa, ya que permite detectar
la presencia de un dafio organico o potencial. Una lesion estructural de un nervio
deriva a dolor crénico con mayor probabilidad que el dolor producido por dafio o
tejido somaticos, se caracteriza por mala respuesta a los analgésicos

convencionales y suele ser mas refractario en el manejo.!




2.4 Mecanismos/ Fisiopatologia
El dolor neuropatico se presenta como consecuencia de un proceso de

sensibilizacién que puede ser a nivel periférico o central, inducidos por una lesion.
Ambos procesos se caracterizan por la disminucion del umbral de activacién de los
nociceptores.

En el proceso de sensibilizacion periférica se presentan cambios en las fibras
periféricas después de una lesion al nervio, es la primera fase de la afectacion
neuropatica. En este estado los axones se degeneran y otros permanecen intactos
pero capaces de generar hiperexcitabilidad (respuesta sensible a estimulos) en las
fibras eferentes primarias.

La lesion y la infeccion del tejido causan inflamacibn mediante la
extravasacion de plasmas y la infiltracion de células inmunes como macréfagos,
células T y neutrdfilos en el tejido dafiado. Las células inmunitarias infiltradas y las
células residentes, incluidos mastocitos, macrofagos y queratinocitos, liberan varios
mediadores inflamatorios, como bradicinina, prostaglandinas, H*, ATP, factores de
crecimiento nervioso (NGF), citocinas proinflamatorias (TNF-a, IL-1B, IL-6) y
quimiocinas proinflamatorias (CCL2, CXCL1, CXL5). Las neuronas nociceptivas
expresan los receptores de todos estos mediadores inflamatorias, que actian sobre
Sus respectivos receptores en las fibras nerviosas nociceptoras periféricas.

Estos receptores incluyen GPCR, receptores ionotropicos y receptores de
tirosina quinasa, y su activacion da como resultados las generaciones de segundos
mensajeros como Ca 2* y cAMP, que a su vez activa varias quinasas, como PKA,
PKC, CaMK, PI3K y MAPK (ERK, p38 y JNK). La activacion de estas quinasas
causa hipersensibilidad e hiperexcitabilidad de las neuronas nociceptores (conocida
como sensibilizacion periférica), a través de la modulacion de moléculas de
transduccion clave, como el canal idnico potencial del receptor transitorio A1y V1
(TRPAl1 y TRPV1) y PIEZO (un canal idnico activado por estiramiento) como, asi
como moléculas conductoras clave como los canales de sodio.

Las neuronas nociceptores también expresan TLR (es decir, TLR3, TLR4 y
TLR7), estas pueden activarse mediante ligandos exdgenos (conocidos como

patrones moleculares activados por patégenos, que incluyen componentes virales




y bacterianos) y ligandos enddgenos (conocidos como patrones moleculares
activados por peligro. Ciertos miARN sirven como nuevos mediadores de dolor para
activar los nociceptores a través de TLR7 que esta acoplado con TRPAL.

La infeccion bacteriana también activa directamente los nociceptores e
induce hiperexcitabilidad neuronal mediante la liberacion de péptidos N-formilados
bacterianos y la formacién de la toxina a-hemolisina (a-HL) formadoras de poros.
La formacion de los nociceptores también libera sustancia P y CGRP que participan
en la generaciéon de inflamacion neurogénica. EI CGRP también regula la
linfadenopatia después de la inflamacion a través de los mediadores inflamatorios

como se muestra en la Figura 2.8

.O.o o.ooo
Células SP, CGRP

endoteliales v o
Lesién tisular/ Infeccion

. . ﬁ %y . aH
o — P
| [ ~= - mFL
= - S. aureus
0
__'_ - Mediadores Inflamatorios
o)
: \L\ o%o Ca?*, cCAMP
0 0 o0 ® Bradykinin
i || 5 PGE2 >
Hﬁ; Histamine .
0 ! CCL2
(a] e ® CCL5 4
0 0 2o o0 CXCL1
(o] S PKA
2 3 -1 B @
L] @ [} ol c':.ﬁfx
o o RNAs B : ey
. ._* HMGB1 ; il
4G () B )
. o * aHnNe ERK
(2 \—‘i ° 56-EET 5NK Excitabilidad neuronal T
@ L D o HETE Sensibilizacié
] | .o.. A He - ensibilizacion
0 0 o H+ | periférica

ATP

Terminal nerviosa periférica de
neurona nociceptora
Linfadenopatia

Figura 2. Inflamacién provocada a través de mediadores inflamatorios y sensibilizacion periférica.®




En el caso de una situacion de dolor cronico, la periferia continda mandando
informacion nociceptiva hacia la asta dorsal de la médula espinal. Las células
relacionadas en procesos inflamatorios como son los mastocitos, neutrofilos y
basofilos liberan mediadores inflamatorios que provienen de estimulos nocivos,
estos mediadores reducen el umbral de estimulacion y generan que el nociceptor
deje de ser exclusivamente un detector de estimulos dolorosos y que pueda ser
también por estimulos no dolorosos.

Por lo tanto, la neurona envia desde su soma, vesiculas que liberan a las
sustancias P y al péptido relacionado con el gen de la calcitonina (CGRP). Estas
dos sustancias una vez liberada en la periferia, se unen a sus respectivos receptores
localizados en distintas células relacionadas con el proceso inflamatorio,
mencionados previamente. &°

Este tipo de union causa la liberacion de una serie de sustancias
proinflamatorias, como lo son el factor de crecimiento neural derivado de la glia
(GDNF), el factor de necrosis tumoral (TNF-a), bradicinina y serotonina que acttan
a través de sus receptores y que constituyen la sopa inflamatoria. Produciendo
cambios de pH, liberacién de ATP de las células lesionadas, sintesis de 6xido nitrico
(NO), etc. Ademas, se favorece la sintesis de ciclooxigenasas (COX), que a su vez
promueven la sintesis de prostaglandinas (PGs) y eicosanoides.??

Lo antes mencionado provoca la activacion de segundos mensajeros
intracelulares con dos efectos: la fosforilacién de los canales de TRPV y los de Na*
modificando el umbral y su cinética, lo que induce la amplificacion de la sefal hacia
la médula espinal y los centros superiores. A todo esto, se le conoce como
sensibilizacion periférica, lo que atribuye al dolor crénico.8?

En el caso de la sensibilizacién central es debida a la existencia de un tejido
dafiado y el dolor persiste durante unos dias o semanas, se produce como un
mecanismo de adaptacion de los nociceptores (fibras que perciben el dolor). La
sensibilizacion central se refiere a la mayor capacidad de respuesta de las neuronas
nociceptivas en el SNC ante la entrada aferente normal o subumbral. También los

mecanorreceptores A-f de bajo umbral obtienen accesos a los sistemas




transmisores del dolor, lo que provoca que los estimulos normalmente no dolorosos

se perciban como doloroso (Figura 3).°
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Figura 3. Sensibilizacién central

Al llegar una sefial aumentada desde la periferia debido a la descarga
sostenida de las fibras C, libera presinapticamente sustancias neuroexcitatorias
como sustancias P (se une a receptores de neurocinas NK subtipo 1), péptido
relacionado con el gen de calcitonina (CGRP) y ATP, en neuronas de salida en la
lamina | de la asta dorsal superficial. Asi mismo hay una liberacion de glutamato, el
cual, se une a receptores especificos de NMDA, y mas tarde se une al receptor
metabotropico del glutamato.

Al activarse, los receptores de NMDA (normalmente silenciosos) localizados
en la neurona postsinaptica contribuyen a su despolarizacion, debido al aumento de
calcio intracelular por la retirada de magnesio del receptor activado por glutamato.
Accionando una serie de vias de sefalizacion dependientes de calcio y segundos
mensajeros, esta sucesion de eventos aumenta la excitabilidad de neuronas de

salida y facilita la transmision de mensajes de dolor al cerebro.
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Cabe mencionar que también hay una serie de cambios intracelulares con
expresion de oncogenes, sintesis de proteinas, activacion enzimatica
(Proteincinasas, COX y NO, este ultimo activa la liberacién de sustancia P y COX
favoreciendo la sintesis de PGs E2, la cual es sustancia algésica que aumenta la
sefial nociceptiva.®

También se ha demostrado que las lesiones del sistema nervioso periférico
y central activan las células gliales de la médula espinal. Después de dicha lesion
la microglia conduce a la liberacion de citocinas proinflamatorias (IL-6, IL-1B, entre
otras), actuando sobre las neuronas, esté es un mecanismo importante de dolor
exagerado desaminando el dolor al tejido vecino fuera de la lesion nerviosa.

La neuroinflamacion de la médula espinal provoca dolor crénico a través de
interacciones neurona-glia y la sensibilizacién central. Esta neuroinflamacion se
desencadena por la liberacién dependiente de la actividad de los activadores gliales
de los terminales centrales de las neuronas aferentes primaria y/o por la disrupcion
de la barrera hematoencefalica. La activacion y proliferacion de la microglia y de
astrocitos, asi como de células inmunoldgicas, facilitan la neuroinflamacion y por
consecuente la generaciéon de citocinas antiinflamatorias y mediadores lipidicos
proresolucion (PRLM) para normalizacion, plasticidad sinaptica y dolor crénico
anormal (Figura 4).

Estos cambios amplifican de forma importante, manteniendo la sefial
nociceptiva que se produce en la asta dorsal de la médula, y producen lo que se

conoce como sensibilizaciéon central.
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Figura 4. Esquema general de la sensibilizacion central. 4




2.5 Sintomas del dolor neuropatico

La evaluacion de los sintomas del dolor neuropatico es de suma importancia para
la obtencion de mejores mecanismos implicados para la identificacién de nuevos
enfoques terapéuticos. La base del dolor neuropatico es la lesion o lesion de las
neuronas aferentes, lo que conduce a entradas incompletas al sistema nervioso, lo
que resulta en pérdida sensorial y desarrollo de sintomas sensoriales negativos
(Figura b).

Sintomas clinicos de dolor neuropatico

Sintomas Positivos Sintomas Negativos
I l \
Dolor Continuo espontaneo ‘ ‘ Dolor Evocado por estimulo | | Hipoalgesia ‘
= Parestesia hipoestesia = Alodinia mecanica Hipoestesia Térmica
= Dolor paroxistico dinamica hipoestesia
= Dolorsuperficial = Alodinia estatica mecanica

= Hiperalgesia puntiforme
mecanica

Suma temporal
Hiperalgesia fria
Alodiniaal frio
Hiperalgesia por calor
Hiperalgesia somatica
profunda mecanica

Figura 5. Sintomas positivos y negativos del dolor neuropatico. 4

Los sintomas sensoriales positivos se deben a la hiperactividad y al aumento
de la sensibilidad de los nociceptores, que se caracterizan por dos caracteristicas
distintivas; alodinia e hiperalgesia. Los déficits sensoriales suelen incluir
hipersensibilidad mecanica y térmica. Los sintomas positivos incluyen parestesia
(sensacién de hormigueo o hormigueo en la piel), sensaciones similares a
descargas eléctricas, dolor continuo espontaneo (no inducido por un estimulo), asi
como dolor punzante.

Mientras que los sintomas negativos incluyen hipoalgesia (disminucién de la
sensibilidad al estimulo nociceptivo), hipoestesia (sensibilidad reducida a las

vibraciones, entumecimiento), debilidad y cambios reflejos. Ademas, la mayoria de
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los pacientes tienen hipersensibilidad, ardor, escozor, lancinacién y dolores
similares a los de un shock.
2.6 Diagnostico de dolor neuropatico

La diferenciaciéon entre el dolor neuropético y nociceptivo se vuelve
complicada porque estan estrechamente relacionados a través de varias vias de
dolor por lo tanto para obtener un diagnostico preciso es fundamental para brindar
el tratamiento adecuado, es por eso por lo que el diagnostico adecuado depende de
distintos aspectos, como el historial médico y el examen fisico.

Para el examen fisico se realizan pruebas electrofisioldgicas, histologicas y
de imagenes estructurales. Las técnicas electrofisiolégicas son cruciales para
identificar cualquier lesibn somatosensorial debida a una lesion o enfermedad
mediante el uso de estimulaciones eléctricas en fibras grandes y pequefias juntas
para determinar la velocidad de conduccion nerviosa. Los potenciales evocados
nociceptivos con una sensibilidad e intensidad adecuados se utilizan para identificar
cualquier dafio al nervio. Las técnicas de imaginacion como la resonancia magnética
y la ecografia, junto con la ecotextura, también se utilizan para la visualizacion y
diagndstico de la neuropatia periférica. 4

Se estima que el dolor es la experiencia de un individuo con sintomas
variables entre diferentes pacientes. En la mayoria de los casos el dolor neuropatico
se ha entendido como una combinacién de sintomas positivos y negativos. Es por
eso por lo que un solo sintoma no puede predecir el dolor neuropético, pero ciertos
sintomas descriptivos del dolor elevan la probabilidad de identificar este tipo de
dolor.

Existen otros métodos de diagndstico que se basan en la expresion de la
enfermedad por parte del paciente: las herramientas de deteccién verbal. Se han

disefiado varios cuestionarios para identificar este tipo de dolor (Figura 6). 4
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Cuestionario de Deteccion de Dolor Neuropético®
(Vesion espaniola del cuestionario ID-PAIN® de Portenoy'®
1. Por favor, responda a las siguientes preguntas sobre su dolor.

a. ;Tiene dolor? aSi ONo
b. ;Tiene algin dolor aparte de dolor de cabeza o migrana? aSi ONo

2. Sefiale en la figura las zonas donde le duele

3. Marque Si o No n haya sido su dolor en la Gltima semana. Refiérase a las
Zonas marmdass:k?:I la figura anterior

a. ¢Ha notado el dolor como pinchazos? aSi QONo

b. ;Ha notado el dolor como quemazdén? asSi QONo

c. ¢Ha notado el dolor como acerchamiento? 4aSi QNo

d. ;Ha notado el dolor como descargas eléctricas? asi QdNo

e. ;Empeora el dolor con el roce de la ropa o las sabanas? O Si O No

f. ;Eldolor es solo en las articulaciones? asi QONo
Muchas gracias por su colaboracién

Figura 6. Validacion psicométrica ID-Pain para la deteccion del dolor neuropatico.*
Es necesario realizar varias pruebas para poder diagnosticar el dolor neuropético,
las escalas de dolor y cada uno de los sintomas son cruciales para evaluar los

efectos de cualquier terapia nueva o molécula bioactiva.*




2.6.1 Escala de EVA

Es necesario saber sobre la intensidad de dolor de cada individuo para proporcionar
el analgésico adecuado, esto es con ayuda de la escala numérica o la escala visual
analdgica (EVA), la primera valora el dolor mediante nUmeros que van de menor a
mayor en relacion con la intensidad del dolor, que van de 0 a 10, siendo 0 ausencia
y 10 el maximo dolor, la segundo lleva el método subjetivo mas empleado por tener
una mayor sensibilidad de medicion, la cual no emplea numeracion ni palabras
descriptivas, consiste en una linea de 10 cm de longitud, en los extremos se sefializa
el nivel de dolor que corresponde la intensidad de dolor. Con este tipo de escalas

se puede ayudar a determinar la intensidad de dolor de cada paciente (Figura 7) °

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Sin Poco Dolor Dolor Dolor Dolor
Dolor Dolor Moderado Fuerte Muy Fuerte Extremo

Figura 7. Escala de EVA, que va de 0 (sin dolor) a 10 (maximo dolor) °

2.7 Tratamiento y terapias

Los tratamientos del dolor neuropatico generalmente estdn centrados en
aliviar los sintomas, ya que rara vez se pueden tratar, por lo cual el tratamiento de
las afecciones etioldégicas como la diabetes mellitus suelen ser insuficientes para el
alivio del dolor neuropético.

Desafortunadamente los pacientes que sufren este tipo de dolor no
responden a los analgésicos convencionales como es el paracetamol, los AINES u
opioides débiles como la codeina.1?

El Grupo de Interés Especial sobre Dolor neuropatico (NeuPSIG) propuso los
gabapentinoides, los antidepresivos triciclicos (ATC) y también los inhibidores
selectivos de la recaptacion de serotonina y norepinefrina (IRSN) como farmacos
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de primera linea para el dolor neuropéticos. Se han propuestos lidocaina, capsaicina

y tramadol como tratamiento de segunda linea, mientras que los opioides potentes

como la morfina, oxicodona y la toxina botulinica A (BTX-A) se incluyeron como

tratamientos de tercera linea para el dolor neuropatico periférico. (Tabla 2)

Tabla 2. Farmacoterapia para el dolor neuropatico.%1*

Clase de

Terapia

Farmaco

Farmaco

Mecanismo

de Accidon

Efecto

adverso

Gabapentinoides

Gabapentina

Ligando de
canal de Ca**

Letargo, vértigo,
hinchazoén
periférica, vision

borrosa.

Pregabalina

& =

z (@)
>:O

o] |

Ligando de
canal de Ca**

Letargo, vértigo,
hinchazoén
periférica,
aumento de

peso corporal.

Amitriptilina

Reduccién en

la

Efectos

anticolinérgicos,

Terapia
. O O recaptacion prolongacién del
primera Antidepresivos ‘ de la| QT  (arritmia),
e triciclicos (ATC) norepinefrina | riesgo de
(Ne) y | suicidio,
N/ . «’
| serotonina (5- | retencion
HT) urinaria.
Duloxetina Inhibidor de | Nauseas,
| o la letargo,
Inhibidores de la N - N
> ¥ reaceptacion | estreflimiento,
recaptacion de :
. o " | de 5-HT y NA | ataxia,
serotonina 'y
- sequedad de
norepinefrina
boca.
(IRSN) : — n
Venlafaxina Inhibidor Nauseas,
selectivo de | vértigo, letargo,
( 17 )
L )




o la hiperhidrosis,
recaptacion hipertension.
\
‘ de 5-HT y NA
/
on |
N\
Tramadol Agonista  p- | Nauseas/vomito
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Tratamiento _
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Agonista p- | Nauseas,
opioide vomitos,
estrefiimiento,
letargo, control

respiratorio.

Neurotoxina Toxina botulinica Blogqueo de la | Dolor en el lugar
liberacion de | de la inyeccion.

acetilcolina

En el caso de la gabapentina y la pregabalina han sido aprobados por la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA). En uso para el tratamiento del
dolor neuropatico. Dado que la estructura es similar al neurotransmisor del acido
gamma-aminobutirico (GABA), estos se unen a la subunidad a2-d de los canales
dependientes de voltaje de Ca?*, lo que reduce la entrada de Ca?* Estos dos han
sido excelentes para el tratamiento del dolor diabético, la neuralgia herpética, la
lesion medular y sindrome del miembro fantasma.!!
2.8 Receptores Sigma

El receptor sigma se descubri6 aproximadamente hace mas de 40 afios y
originalmente se informé como un subtipo de receptores opiaceos. Tiempo después
se demostré que el receptor sigma no se comportaba como un receptor opioide
tradicional y se clasifico en dos subtipos diferentes: el receptor sigma-1y el receptor
sigma-2. 12

A lo largo del tiempo se ha logrado identificar que los dos subtipos del
receptor sigma desempefian un papel importante. El receptor sigma-2 interactla

con los canales de Ca?*y K* para la movilizacién de iones y en la diferenciacion
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celular. Mientras que al receptor sigma-1, se le ha atribuido un papel en la
modulacién farmacoldgica para el tratamiento del dolor, este receptor se expresa
abundantemente en varios centros del dolor de la region central del sistema
nervioso central, modulando diversos receptores y canales. *?
2.8.1 Receptor Sigma-1

El receptor sigma-1 estad codificado por el gen sigma-1 y se clasificd
inicialmente como un subgrupo de receptor opioides, pero investigaciones
posteriores han demostrado sobre una amplia gama de fenotipos estructurales y
una secuencia de amino&cidos Unica.'3

Los receptores sigma-1 son proteinas residentes del reticulo endoplasmico
(RE) y se localizan predominantemente en la region rica en colesterol de las
membranas asociadas a las mitocondrias en el RE. Esta proteina es idéntica en los
tejidos periféricos y en el cerebro, probablemente también puede ser similar en otros
tejidos. En el cerebro, los receptores sigma-1 se distribuyen con mayor abundancia
en el hipocampo y el hipotalamo, seguidos por el &rea cerebelosa, y se expresan
principalmente en neuronas y células gliales del cerebro.*®

De acuerdo con la determinacion de la estructura de dicho receptor sigma-1
se encontré unido a PD144418, un antagonista de sigma-1 selectivo y de alta

afinidad unido a un segundo ligando A-IBP, con una resolucion de 3.2 A,
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En la Figura 8 se muestra la estructura general del receptor sigma-1 revela una
organizacion trimétrico con un eje de simetria triple no cristalografia normal al plano

de la membrana.

et

"\ ’ ~

Negative . ] Positive
Figura 8. Estructura general del receptor sigma-1 1214

Los ligandos tienen wuna estructura quimica diversa y comportan
caracteristicas estructurales como la amina catidnica y el anillo aromético, por lo
tanto, los dos ligandos, 4-IBP y PD1444418 son moléculas alargadas, cargadas
positivamente y con un caracter hidréfobo sustancial, cabe mencionar que poseen
caracteristicas comunes entre los ligandos del receptor sigma-1, ya que ambos
compuestos son moléculas alargadas, cargadas positivamente y con un caracter
hidréfobo sustancial.t®

Los dos ligandos se unen en posiciones similares, en cada caso
interactuando con el receptor a través de una interaccion cargada con el Glul72
altamente conservado, de acuerdo con experimentos de mutagénesis previos que
identifican este residuo como esencial para la union del ligando. Un segundo residuo
con el cual interactua es el Asp126, forma un enlace de hidrogeno con el Glul172, lo
gue indica que esté protonado al menos cuando los ligandos estan unidos. Otros
residuos que participan en el sitio de unién incluyen Val84, Trp89, Met93, Leul05,
Phel07, llel24, Trpl64 y Leul82, que interactian con las regiones hidrofobicas en
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los ligandos unidos, y Trrl03, que participa en una interaccion de acoplamiento

aromatico en ambas estructuras como se muestra en la Figura 9.14
a b e Cc
\\\ PD144418 4-IBP

00" oYY

ER lumen

Cytosol

Figura 9. Reconocimiento de los ligandos en el receptor sigma %4

2.8.2 Activacion molecular

El receptor sigma-1 a nivel subcelular se localiza en membranas biologicas, asi

como las macrosémicas, mitocondriales, nucleares y plasmaticas Figura 10. 6

Other GPCRs

D1R, D2R, CB1R, MOR NMDAR

1.2,1.3,14,15 L-type

—
== —

A o

-

(adddddd g

rovv rro rr rr\v' A

@@@

e

o

ER

Nucleus

Figura 10. Localizacién sub-celular del receptor sigma-1 16

La actividad chaperona del receptor sigma-1 esta regulada con la interaccion
proteina-proteina directamente con otras chaperonas del reticulo endoplasmico, la
proteina de unién a inmunoglobulina/proteina regulada por glucosa de 78 kDa
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(BiP/GRP78), sin embargo, el receptor sigma-1 se encuentra acoplado con BiP en
su estado normal.

El receptor sigma-1 regula la movilizacién de Ca?* intracelular mediada por
el receptor IP3 (inositol 1,4,5-trifosfato) en la MA. El Ca?* emigrado a las
mitocondrias activa la produccion de ATP. Las neuronas agotadas con el receptor
sigma-1 promueve la maduracion de las espinas dendriticas y el reclutamiento de
AMPA/NMDA a las membranas postsinapticas, también puede modular las
proteinas postsinapticas, las cuales incluyen una variedad de canales i6nicos (Na%*
K+), asi como receptores acoplados a proteinas G (receptores opioides, DA, D2 y
K1) mediante la translocacion a la proximidad de la densidad postsinaptica.

En estado anormal o de estrés (esto es debido a la activacion de IP3 o
disminucién de la concentracion de Ca?* en el reticulo endoplasmico) el receptor
sigma-1 se disocia de BiP para activarse como chaperonas moleculares. El receptor
sigma-1 tiene como objetivo de membranas receptores acoplados de proteinas G y
varios canales ionicos, de estos se saben que interactia con los receptores de
NMDA (NMDAR), canales de Ca?* dependientes de voltaje tipo L (VDCC),
receptores GABA A, receptores de dopamina D1y D2, receptores cannabinoides y

receptores 5-HT1A y 5-HT2A como se muestra en la Figura 11.

(a) | | (b)

™ N
/ \
I "u‘ \ y / \
Sig-1R agonists | | (

(cocaine, (+)-pentazocine) | | // 1\ DA transporter v/

\K/""—"N__/r . ”° Na*
»

Ca2*

Cocaine

1 \ ~
\ B Lia (Nay1.5)

A \

UIa (Kv1.4), Kv1.3, Ik, |sx\\ b X \

v U i (Ltype) \
\

|

I

1

1

!

Tlherc

Figura 11. Roles de los receptores Sigma-1 21617

23

——
| —



Tras la unién de los receptores sigma-1 o el agotamiento de Ca?* en el reticulo
endoplasmico, el receptor sigma-1 se disocia de BiP, cambiando asi el estado
activo. Por lo contrario, los antagonistas del receptor sigma-1 fortalece la asociacion
con BiP, lo que ayudara en la inhibicion de la accion de los agonistas. En
consecuencia, en los sistemas vivos, la actividad chaperona se activa rapidamente
mediante aplicaciones de agonistas del receptor sigma-1 o mediante la activacion
de los receptores IP3 a través de los receptores metabotropicos acoplados a
proteinas G en la membrana plasmatica. 16

2.9 Moléculas endbégenas agonistas y antagonistas del

receptor sigma-1
Existen moléculas enddgenas (neuroesteroides) que pueden ser agonistas o

antagonistas del receptor sigma-1 (Figura 12), moduladores de la actividad
neuronal, estos ligandos se sintetizan en el SNC y SNP, estas moléculas son
pregnenolona, dehidroepiandrosterona (DHEA), sus ésteres de sulfato,
progesterona y alopregnenolona®. Entre los neuroesteroides, se sabe que la DHEA
y la pregnenolona son agonistas, mientras que la progesterona y testosterona son
antagonistas del receptor sigma-1.

Agonistas Antagonistas

0]

Pregnenclona DHEA Progesterona Testosterona

Figura 12. Neuroesteroides, ligandos end6genos del receptor sigma-1.
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2.10 Moléculas exdégenas agonistas y antagonistas del receptor
sigma-1
Existen moléculas exdgenas (xenobibticos) agonistas y antagonistas del receptor

sigma-1, los agonistas se muestran en la Figura 13 y los antagonistas se

describen en los siguientes subtemas.

PRE-084 (+)-Pentazocina DTG

I=

Figura 13. Ligandos exdgenos del receptor sigma-1 (Agonistas)

2.10.1 Antagonista del receptor sigma-1 (S1RA o E-52862)
El S1RA es un antagonista del receptor sigma-1 el cual ha demostrado en ensayos
in vitro alta afinidad por el receptor sigma-1 (Ki=17 nM), no present6 actividad
significativa sobre otros receptores, canales de iones o enzimas, atraviesa la barrera
hematoencefélica para llegar a los receptores sigma-1 que se encuentran en el
sistema nervioso central. Este farmaco presentd efecto analgésico para la fase |y
Il de estudios clinicos, obteniendo resultados en los estudios farmacocinéticos,
mostrando ser seguro en dosis que van de los 400mg a 800 mg por dia en estudios

farmacocinéticos (Figura 14).18-20
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Figura 14. Estructura quimica del antagonista selectivo de los receptores sigma-1 (S1RA por sus siglas en
inglés Sigma-1 Receptor Antagonist) 18

2.10.2 Haloperidol
Los laboratorios Janssen sintetizaron el compuesto haloperidol (Figura 15) el dia

11 de febrero del afio 1958. Paul Janssen junto con sus colegas vieron el
compuesto, en aquel entonces llamado R1625 de gran interés, por su accion
farmacoldgica similar a clorpromazina; sin embargo; haloperidol fue mas potente,
ya que produjo la actividad farmacoldgica a concentraciones mas bajas. El dia 28
de octubre del mismo afio, se realizo la primera publicacion clinica de los efectos de
haloperidol como un neuroléptico, posteriormente se demostré en estudios clinicos
que poseia actividad contra delirios y alucinaciones, ya que el nUmero de pacientes
cronicamente hospitalizados pudo abandonar el hospital psiquiatrico y vivir en su
hogar después de la toma de este nuevo medicamento. 2*
OH
O

Cl

Figura 15. Estructura quimica del Haloperidol 2
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2.10.3 N-(1-bencilpiperidin-4-il)-4-fluorobenzamida (LMH-2)
El compuesto LMH-2 fue sintetizado en el grupo de trabajo de Dr. Gabriel Navarrete,

mostrando una alta afinidad por el receptor sigma-1 (Ki= 6 nM) en los ensayos in
vitro, ademas los resultados de la parte in silico mostraron adecuadas propiedades
farmacocinéticas, farmacolédgicas y toxicolégicas. En evaluaciones in vivo, el
compuesto mostré un efecto antinociceptivo en modelos murinos de dolor

neuropatico (Figura 16) 22

NH N

F

Figura 16. Estructura quimica del antagonista del receptor sigma-1 (LMH-2).

2.10.3.1 Evaluacion in vitro del compuesto N-(1-bencilpiperidin-4-il)-4-
fluorobenzamida (LMH-2).

Las afinidades de los receptores sigma- y sigma-2 se determinaron en estudios de
unién a receptores en los que se emplearon los radioligandos [3H]-(+)-pentazocina
y [3H]-di-o-tolilguanidina. Estos resultados se muestran en la Figura 17 donde el
compuesto LMH-2 mostré una afinidad hace el receptor sigma-1 de 6.0 nM,
mientras que la afinidad hacia el receptor sigma-2 fue de 190 nM, exhibiendo una
selectividad excepcional de 31,6 veces. En estudios de union competitiva de
radioligandos a receptores, se determino un valor de K; de 6.0 nM (pKi=8.22) para
la afinidad de sigma-1 de LMH-2, mientras que los valores de (+)-pentazocina y
haloperidol mostraron la misma afinidad con valores de Ki= 5.7 y 6.3 nM
respectivamente. Sin embargo, S1RA, que se encuentra en ensayos clinicos de fase
I, revel6 una afinidad casi 3 veces menos [Ki=17 nM (pKi de 7.73)] que el LMH-2 y

el haloperidol.??
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Compuesto K, (nM) Selectividad

0y 0z o oz
IMH-2 6.0 190 3l.6
Haloperidol 6.3 78 12
Di-o-tolilguanidina a9 58 0.7
(+}-pentazocina 5.7 . .
S1RA 17 = 1000 = 58

Figura 17.Cuadro de afinidades de los receptores sigma de LMH-2 y compuestos de referencia.??
2.10.3.2 Evaluacion in vivo del compuesto N-(1-bencilpiperidin-4-il)-4-
fluorobenzamida (LMH-2).

Para estos ensayos se utilizaron ratas simuladas (que recibieron una incision
quirurgica sin la ligadura del nervio). El efecto alodinico (Figura 18) se determiné
mediante la aplicacion ipsilateral de un estimulo frio con acetona. La alodinia se
mide como tiempo acumulado de lamido en segundo durante 1 min (panel A). El
efecto hiperalgésico se establecié con un estimulo mecanico con filamento de von
Frey de 15g. La respuesta correspondié a la media de 10 estimulos, y la respuesta
maxima se consideré del 100% (panel B). En ambos paneles, las ratas con ligadura
del nervio ciatico (CCI) se compararon con las ratas sometidas a cirugia sin ligadura

del nervio ciatico (Sham). Los datos se expresan como media de seis ratas + E.S.M.

A B
100  wen e . foliid . wkk bl
& 25 §—H/’\§_§,’—§ CCl
E=1 -
| = 80.
S 20- 1 8
&3 & 60
o 157 $
£ Z 40
2 104 £
s & 220 M\a\o/@ Sham
g
0- . ' , : ' ' .
Sham 15 days after CCI o 30 60 T_m:? i 120 150 180
I mi

Figura 18. Efecto alodinico y hiperalgésico del compuesto LMH-2. .2
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En la Figura 19 se muestra la curva dosis-respuesta del efecto antialodinico (A) y
antihiperalgésico (B) efectos de la administracion de LMH-2 (0.1-100.0 mh/kg, s.c.)
y gabapentina (GBP, 5,6-100.0 mg/kg). Se calculo el area bajo la curva (AUC) para
cada uno de los farmacos de la curva temporal (efectos antialodinicos o
antihiperalgésicos vs 0-180 min), el AUC se determiné mediante la regla trapezoidal.
Cada punto experimental se muestra como el % de respuesta de la media de 6
animales experimentales + E.S.M. La EDsp se determiné mediante el método lineal
y logaritmico, la diferencia significativa entre ambos valores se establecié mediante

la prueba t de Student.??

A 4+ LMH2 DEso =9.0+ 1.4 mgkg, s.c.” B O~ LMHDE 50 = 14.8 £ 2.1 mg/kg, s.c.*
- GBP DEsq =35.3+23mgkg, s.c - GBP DE;=29.9+1.1 mgkg, s.c
250 . 2501
8
8 — 2004 % T 2004
£ £ o e
a E - E
9 = 450 & o 1504
c 8 o) =
> v = 5
T © E &
2 o 100+ @ ¢ 1004
32 $2
b —y : S— =
g 504 z 50
<
o L] T il i 0 T Ll L L
0.01 0.1 1 10 100 0.01 0.1 1 10 100
Log Dose (mg/kg, s.c.) Log Dose (mg/kg, s.c.)

Figura 19. Curva dosis-respuesta del efecto antialodinico (A) y antihiperalgesico (B) de LMH-2.2?
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3. JUSTIFICACION

El dolor neuropético es un padecimiento que afecta al 3% de la poblacion
mundial, cuyo padecimiento va incrementando dia a dia, como un problema de
salud publica con implicaciones econdmicas y sociales relevantes. En el 15% de los
pacientes que van a consulta por dolor es de origen neuropatico, derivado de
patologias como la radiculopatia, la neuropatia diabética, el dolor neuropatico
asociado al cancer, la quimioterapia, la radioterapia, la neuropatia relacionada al
VIH, el sindrome doloroso regional complejo, la lesiébn de corddén espinal, la
neuralgia trigémina; y el dolor fantasma.

Desafortunadamente, los antidepresivos, anticonvulsivos y opioides, que son
los mas utilizados para controlar este tipo de dolor, no cumplen con las expectativas
de tratamiento de los pacientes debido a su baja eficacia y al dolor persistente. El
tratamiento ineficaz de la neuropatia tiene un alto impacto econémico en el sector
sanitario y en la calidad de vida de los pacientes. Por lo tanto, no hay un solo
farmaco que haya demostrado beneficio total para la eliminacion del dolor
neuropatico, solo atentian un poco el dolor.

Los pacientes afectados con este padecimiento sufren desérdenes del
estado de animo, asi como incapacidad de realizar actividades -cotidianas
incluyendo su desempefio de manera laboral y menos del 60% de estos pacientes
tratados por este padecimiento sélo suelen obtener un efecto parcial.

De acuerdo con lo anterior mencionado, es importante y necesario proponer
opciones terapéuticas que produzcan mayor eficacia y que tengan menos
reacciones adversas asociadas a los farmacos que se prescriben en la actualidad.

Es por eso que en este proyecto se plantea el disefio, sintesis y biosimulacion
de nuevas entidades quimicas para tratar el dolor neuropatico. Por el cual se
proponen una serie de moléculas que cumplan como antagonistas de los receptores
sigma-1, los cuales han demostrado ser eficaces para el tratamiento de este tipo de

dolor.
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4. HIPOTESIS

Los compuestos N-(bencilpiperidin-4-il)-4-alquilbenzamidas (FRR-1 y FRR-2)

actuardn como ligandos del receptor sigma-1, comportdndose como posibles

antagonistas para el tratamiento experimental del dolor neuropético.

5.OBJETIVOS

5.1

Objetivo General

Disefiar, sintetizar y evaluar in silico e in vitro los compuestos N-(bencilpiperidin-4-

il)-4-alquilbenzamidas como antagonistas del receptor sigma-1 para el tratamiento

del dolor neuropético.

5.2 Objetivos especificos

Sintetizar y caracterizar dos analogos de N-(bencilpiperidin-4-il) -4-
alquilbenzamidas (FRR-1 y FRR-2) utilizando técnicas espectroscopicas
(RMN de H y 13C) y espectrométricas (EM).

Llevar a cabo estudios de acoplamiento molecular (Molecular Docking) de los
compuestos sobre el receptor sigma-1 para conocer su posible modo de
union.

Realizar un analisis de prediccion in silico de las propiedades
farmacocinéticas, biofarmacéuticas, farmacodinamicas y toxicolégicas de los
compuestos propuestos para integrarlos en un analisis de consenso
farmacolégico, con el fin de seleccionar el candidato con mejores
propiedades farmacéuticas.

Evaluar in vitro la afinidad de los compuestos sobre el receptor sigma-1.
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6. CONSIDERACIONES QUIMICO-FARMACEUTICAS
PARA EL DISENO MOLECULAR

6.1 Disefo de los compuestos

Para la consideracion del disefio de los compuestos (FRR-1 y FRR-2) se tomd en
cuenta el compuesto LMH-2 el cual es un anélogo del haloperidol, donde la amina
terciaria ionizable es importante para la actividad. En la Figura 20 se observa su
estructura quimica y en esta se resaltan con colores los grupos funcionales

importantes para mostrar afinidad sobre el receptor sigma-1.

Figura 20. Farmacoéforo de LMH-2 para la afinidad al receptor sigma-1

En esta serie de moléculas, FRR-1 y FRR-2 tienen el fragmento comun benzamida
piperidinica (sustituida en posicién 4 del anillo del benceno). Para este proyecto es
importante tener afinidad por los receptores sigma-1, y evitar la unién sobre los
receptores centrales de dopamina. De esta manera no tendria la actividad incisiva

en alucinaciones o sedacién psicomotora como posee el haloperidol 23(Figura 21).
S N h
SN_) . _Q . p

S1RA
=
\ N LMH-2 FRR-1
HaC

— - Productos finales

OL LT | O rotLe

Haloperidol 4-1BP FRR-2

C
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Figura 21. Disefio de estructuras basados en el farmaco haloperidol, S1IRA, 4-IBP y LMH-2.
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6.2 Interaccion molecular ligando proteina (LMH-2— sigma-1)

En la siguiente Figura 22 se observa el acoplamiento molecular del compuesto
LMH-2 con el receptor sigma-1 (PDB ID: 5HK?2). Los resultados fueron ordenados
en grupos con RMSD<0.5 A. Se puede observar una interaccion de tipo polar (3D)
del residuo de aminoacido Glu172 con el grupo hidroxilo unido al ciclo de piperidina.
En la imagen se observa una interaccion cationica con este mismo aminoécido y el

grupo amino ionizable del heterociclo.

Figura 22. Visualizacion en 3D del compuesto LMH-2 en el sitio de union del receptor sigma-1.

Existen diferentes modelos farmacoforico que se han desarrollado como método
para la explicacién de la afinidad y creacion de los ligandos sigma-1. Todos los
modelos propuestos coinciden en los dos farmacoforos basados en este proyecto,
en ellos se habla de tres importantes grupos funcionales repetidos en al menos el
70% de los ligandos probados: 2 fracciones hidrofébicas y una regién catidnica
central. Los compuestos propuestos mantienen distancias muy cercanas a las

propuestas en el grupo del Dr. Gabriel Navarrete Vazquez (Figura 23).
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MODELO DE FARMACOFORO

Hydrophobe Aromatic

(A) 5.941

Figura 23. Modelos farmacoféricos para ligandos selectivos del receptor Sigma-1.°

Las distancias mostradas en la Figura 23 son: a) 5.941, b) 3.983 y c) 9.313 A,
sSon muy cercanas en comparacion con los compuestos propuestos en este proyecto
para ser ligandos selectivos del receptor sigma-1. Si se hace referencia al grupo
farmacoforico propuesto con Glennon, las distancias serian: a) 6-10, b)3.5-3.9 y ¢)
11.2A%5, como se muestra en la Figura 24, comparando las dos propuestas, se
puede apreciar una similitud en las distancias, por lo cual ambos compuestos

presentarian afinidad con el receptor de interés?®

(B)2.5-39A (A)6-10 A

> - o

Grupo

- L o
Regién hidrofébica ©124A Regién hidrofébica
secundaria primaria

Figura 24. Modelo farmacoférico propuesto por Glennon.26
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Tomando en cuenta lo anteriormente mencionado, LMH-2 se disefié como un
analogo del haloperidol y cumple con los requisitos de los modelos farmacoforicos
descritos para ligandos del receptor sigma-1 de alta afinidad:
I.  Una amina terciaria ionizable que interactia con los receptores sigma-1
mediante interacciones electrostaticas.

Il.  Una region hidrofoba principal situada a 7.035 A de la amina

. Una region hidréfoba secundaria de 3.607 A de la amina (Figura 25)

IV. Ambos grupos arilo pueden formar interacciones Tr-1 adicionales con el

receptor sigma-1.%?

Segunda region aromatica ]

Principal reqion aromatica

Figura 25. Patrén farmacoférico encontrado en los ligandos de los receptores sigma-1 aplicado a LMH-2.22
El disefio quimico farmacéutico fue empleado para realizar la modificacion de
manera racional, para mantener la actividad biol6gica, mejorar sus propiedades
biofarmacéuticas, farmacocinéticas y reducir la toxicidad de las moléculas

propuestas.
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6.3 Reglas de Lipinski y Veber en el disefo de los compuestos con

actividad biologica.
La regla de los 5 (regla de Lipinski), junto con las reglas de Veber son las mas

utilizadas para el disefio racional de nuevas moléculas, asi como su prediccion para
una buena permeabilidad celular y por ende una absorcién adecuada, ya que
mantienen los compuestos propiedades estructurales similares a farmacos.

Para la regla de Lipinski y Veber, la molécula no debe presentar mas de dos
violaciones a los siguientes criterios, ya que podrian tener problemas de absorcion,

permeabilidad y biodisponibilidad, estas reglas son:

Regla de Lipinski 27
» Peso molecular inferior a 500 g/mol.
» Numero de donadores de puentes de hidrégeno menor a 5, expresado sobre
la misma molécula.
» Numero de aceptores de puentes de hidrogeno menos a 10 (2x5), expresado
sobre la misma molécula.

» Coeficiente de particién (LogP) menos a 5.

Regla de Veber 28
e <10 enlaces rotables (flexibilidad molecular).
e <140 A2 de area polar superficial (APS).

e <12 puentes de hidrégenos totales (aceptores y donadores).
Para obtener esta informacién, se uso6 el servidor computacional Molinspiration

Cheminformatics (Figura 26) que permite calcular las propiedades fisicoquimicas

consideradas en las reglas antes mencionadas.
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Molinspiration Products and Services

Calculation of Molecular Properties and
Prediction of Bioactivity

Galaxy 3D Structure Generator

Molecular Database - Substructure and
Similarity Search

Molinspiration Publications
Molinspiration FAQ

About Molinspiration

molirsniy o

cheminformatics

Molinspiration Cheminformatics Software

Molinspiration offers broad range of cheminformatics software tools supporting

molecule manipulation and processing, including SMILES and SDfile conversion,
normalization of molecules, generation of tautomers, molecule fragmentation,
calculation of various molecular properties needed in QSAR, molecular modelling
and drug design, high quality molecule depiction, molecular database tools
supporting substructure and similarity searches. Our products support also
fragment-based virtual screening, bioactivity prediction and data visualization
Molinspiration tools are written in Java, therefore can be used practically on any
computer platform

Molinspiration supports internet
chemistry community by offering free
e, on-line services for calculation of
7;‘ P important molecular properties (logP,
o polar surface area, number of
hydrogen bond donors and acceptors
and others), as well as prediction of
bioactivity score for the most
important drug targets (GPCR
ligands, kinase inhibitors, ion channel modulators, nuclear receptors). Number of
molecules processed per month exceeds 80,0000

molinspl

10,000 Citations in Scientific Papers!

Molinspiration software is used by hundreds of cheminformatics experts in industry
and academia to produce high-quality scientific results. According to the Google
Scholar our tools are more than 4500 times cited! Check the (incomplete) list of
publications produced with help of our software.

Molinspiration now also on Touch Devices!

Molinspiration interactive web
services are available from now not
only on desktop computers, but also
on touch devices including iPhone,
iPad and Android phones and
tablets. Molecule structure input to
our property calculation and
bioactivity prediction services is
powered by the JSME molecule editor writen in JavaScript. Also our Galaxy 3D
molecule visualizer that allows interactive display of molecules in various modes
and visualization of surface molecule lipophilicty potential and polar surface area is
written in JavaScript.

molinspir

[Ey—

s

Molinspiration Molecule Viewer

M Molecule Viewer allows
visualization of collection of molecules

e encoded as SMILES or SDfile
SMILES is automatically transformed
into molecule 2D representation by
our depiction engine. Display of
associated data, selection of
molecules, built-in substructure
search and export of selected
molecules is supported. Viewer is
written in Java, therefore is platform
independent and may by used on any computer where the Java runtime is

installed. Ask for free evaluation now!

Figura 26. Programa Molinspiration Cheminformatics online (https://www.molinspiration.com/).2°

En el estudio se determin6 que las moléculas finales disefiadas no presentan violaciones a
las diferentes reglas, por lo que se estima que tendra una adecuada permeabilidad por
difusién pasiva, esto se muestra en la Tabla 2. Se realizé la comparacién con los
compuestos LMH-2, Haloperidol y S1RA (antagonista de los los receptores sigma-1 que se

encuentra en fase Il de experimentacion).

Tabla 3. Valores de las reglas de Lipinski y Veber

FRR-1 S1RA

Valor de
Referencia
PM (g/mol) <500

Haloperidol

308.41 350.49 312.38 375.86 337.41
CLogP <5 3.40 4.66 3.11 4.30 3.38
N° AH <10 3 3 3 3 5
N°DH <5 1 1 1 1 0
<10 4 5 4 6 6
APS (A2) <140 32.34 32.34 32.34 40.54 39.53
Violaciones (N°) <2 0 0 0 0 0

PM: Peso Molecular; cLogP: Coeficiente de particion; AH: Aceptores de puentes de hidrégeno; DH: Donadores de
puentes de hidrégeno; ER: Enlaces rotables; APS: Area polar superficial

N°ER
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7. METODOL OGIA EXPERIMENTAL

El presente trabajo se dividié en dos partes como se describe a continuacion:

1. Parte quimica: El disefio y la sintesis de los compuestos se realizd bajo la

direccion del Dr. J. Gabriel Navarrete-Vazquez en el laboratorio 5 de Quimica

Farmacéutica en la Facultad de Farmacia de la Universidad Auténoma del

Estado de Morelos (FF-UAEM). Las técnicas espectroscopicas (RMN H y

13C) y espectrométricas se realizaron en colaboraciéon con el Dr. Emanuel

Herndndez Nuafez del departamento de recursos del mar, CINVESTAV

Mérida, Al Dr. Israel Gonzales Méndez del Centro de Investigaciones

Quimicas de la UAEM y al M. en F. Josué Martinez Miranda de la Facultad

de Quimica de la UNAM, Departamento de Farmacia.

2. Parte computacional (In silico): Se divide en dos partes, la primera es un

estudio a priori (antes de la sintesis): Consta de la estimacién del perfil

farmacodinamico, es decir, de las actividades biologicas para determinar si

la molécula poseera o no la actividad propuesta;los programas utilizados son

SwissTargetPrediction; la toxicidad aguda se calcul6 con el sofware

ACD/ToxSuite, las propiedades cuasi-farmaco con el programa OSIRIS, y la

prediccién del metabolismo se realizé con BioTransformer 3.0. La segunda

parte del estudio a posteriori (después de la evaluacion farmacoldgica):

consistio en el estudio de acoplamiento molecular (Molecular Docking) sobre

el sitio de reconocimiento del receptor sigma-1, en este se observan las

interacciones de union ligando proteina. Esta parte se realizd6 en el

Laboratorio 5 de Quimica Farmacéutica de la FF-UAEM.

3. Parte farmacoldgica (In vitro). La evaluacién in vitro se realiz6 sobre el

receptor sigma-1 en colaboracion con el Dr. Bernhard Winsch y el Dr. Dirk

Schepmann del del instituto de Quimica Farmaceéutica de la Universidad de

Minster, Alemania.
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7.1 Parte Quimica
7.1.1 Retrosintesis de los compuestos

En la Figura 27 se muestra el analisis retrosintético para obtener la ruta sintética

adecuada para la obtencidén de moléculas propuestas FRR-1 y FRR-2.

0O
O /l
’: f— Cl +
/~NH N H,N N
/
R

Figura 27. Ruta retrosintetica de los compuestos FRR-1y FRR-2.

Una vez disefiada las moléculas finales de los compuestos FRR-1y FRR-2, se observa la
desconexion en el grupo amida para asi obtener el cloruro de acido y la amina

correspondiente, ambos compuestos se encuentran disponibles comercialmente.

7.1.2 Metodologia general para la sintesis de los compuestos de
N-(1-bencilpiperidin-4-il)-4-alquilbenzamida

Para el proceso, se coloco la 4-aminobencilpiperidina (3) en agitacion con

trietlamina en diclorometano seco como disolvente. Posteriormente se hizo

reaccionar con cloruro de benzoilo adecuadamente sustituido (4) mediante una

reaccion de Schotten-Baumann. La reaccion se mantuvo a temperatura ambiente

para obtener los compuestos finales FRR-1 y FRR-2 (Figura 28).

o O i O
TEA
cl —_— /©)‘\NH~< N
H,N N
®)

CH 2CI2
R (4) Productos finales
RI=Me R!=Me
R?=tBut R?=tBut

Figura 28. Sintesis de los productos finales, derivados piperidinicas.
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7.2 Parte Computacional (In silico a priori)
7.2.1 Herramienta como predictor de dianas terapéuticas

(“SwissTargetPrediction”)
El programa SwissTarget (http://www.swisstargetprediction.ch/) es de libre acceso
y fue disefiado para predecir algunos tipos de actividades biolégicas basadas en la
forma estructural de la molécula. Se compara la estructura de consulta en la
biblioteca de mas de 280 000 compuestos activos. Este programa fue utilizado para

predecir la actividad analgésica de los compuestos sintetizados (Figura 29).%°

e SwissTargetPrediction Swis

=y
SwissTargetPrediction
Swiss Institute of
Bioinformatics Home FAQ Help Download Contact Disclaimer

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

features for efficient prediction of protein
ediction algorithm, you can refer to:
]

The webtool 1s described in detail here: SwissTargetPrediction: updated data and
targets of small molecules 9 inf
Shaping the interaction lan

Select 2 species =0 X®ES®H o0 »
® Homo sapiens 4
O Mus musculus & H
O Rattus norvegicus y e
rl
ol N
®
Paste a SMILES in this box, or draw a molecule e 3
| | = ¢
P
Br

(Provide a SMILES before submitting)

Swiss Institute of Bicinformatics - & 2023 | S1B privacy policy

Figura 29. Programa Swisstarget Prediction. 31
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7.2.2 Espectro de Actividad Biologica para Sustancias (PASS,
por sus siglas en inglés Prediction of Activity Spectra for

Substances)
El programa computacional PASS online
(https:/Iwww.way2drug.com/passonline/index.php) Figura 30 es de libre acceso y
fue disefiado para predecir algunos tipos de actividad biolégica simultaneamente
basados en la forma estructural de la molécula.

Este programa provee informacion de una lista de diversas actividades
bioldgicas, con estimaciones de probabilidad de actividad (Pa) o inactividad (Pi), con
valores de 0 a 1. Valores de Pa>0.7 incrementa la posibilidad de que el compuesto
muestre actividad de forma experimental, debido a que puede ser analogo de un
farmaco conocido en su base de datos. Valores de Pa entre 0.5 a 0.7 indican que
posibilidades de actividad experimental sean muy pequefias. Para valores por
debajo de Pa>0.5 este compuesto tiene poca probabilidad de que presente actividad
experimental, sin embargo, en caso de que revele actividad biol6gica experimental,
el compuesto sera considerado, como una entidad quimica novedosa y no descrita.
Este programa fue utilizado para predecir la actividad como antagonista del receptor

sigma de los compuestos sintetizados.3?

Way2Drug ==z
SERVICES

»  Definitions » Products »  Services » FAQ »  Contacts

=0

LD & x\ \ l
f<\U Qﬂmﬂlﬂe

about biological potential of your compounds.
PASS Online predicts over 4000 kinds of biological activity, including pharmacological effects, mechanisms of
action, toxic and adverse effects, interaction with metabolic enzymes and transporters, influence on gene

expression, etc

To obtain the predicted biological activity profile for your compound, only structural formula is necessary; thus, prediction is
possible even for virtual structure designed in computer but not syntnesized yet

Accessing to PASS Online service requires a prior Registration, which is free but one should agree with the Terms & Conditions for
usage of this service.

Figura 30. Programa PASS online (https://www.way2drug.com/passonline/index.php)3
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7.2.3 Softwere como herramientra predictiva de toxicidad aguda
(ACD/ToxSuite)

El programa ACD/Toxsuite (Figura 31) es un software que permite predecir posibles
efectos téxicos, los cuales incluyen inhibicion de canales hERG,inhibicion de

CYP450, toxicidad aguda, entre otros. 32

Batch Calculations

Trainable Models
P450 Inhibitors.
Acute Toxicity

|+ COERE Tnhbiors

4 [ Acute ToriciphLD5D
4 [ P450 Inkibitors

| 4 O Aeue Todeiy\Categories

Figura 31. Programa de ACD/ToxSuite 3
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7.2.4 Programa abierto para visualizacion y analisis de datos
(OSIRIS) DataWarrior

El programa OSIRIS (https://openmolecules.org/datawarrior/) Figura 32 es un

programa que permite calcular diversas propiedades como mutagenicidad,
tumorigenecidad, irritabilidad, etc. Los resultados de la prediccion son valores y
codificados por colores. Propiedades con alto riesgo de efecto no deseado como
mutagenicidad o una mala absorcion intestinal se muestra en color rojo. Mientras
gue un color verde indica que el farmaco es inocuo.

El programa proporciona una semejanza de farmacos (Druglikeness) el
cual combina medicamentos, farmacos y productos quimicos disponibles en el
marco, produciendo una lista de fragmentos disponibles.

El programa proporciona un puntaje (Drug score), el cual combina
propiedades de semejanza de farmacos, cLogP, peso molecular y de toxicidad
en un valor que puede utilizarse para estudiar el potencial del compuesto

sintetizado para llegar a ser un posible farmaco. 3°

¥ Data From Cliptoard

Figura 32. Programa OSIRIS (DataWarrior).36
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https://openmolecules.org/datawarrior/

7.2.5 Predictor de Sitio metabdlico BioTransformer 3.0
BioTransformer (Figura 33) consta de una herramienta de prediccién del
metabolismo (BMPT). EI BMPT consta de cinco modulos de prediccion
independientes llamados #transformadores#, a saber: (1) el transformador basado
en la Comision de Enzimas (basado en EC), (2) el transformador CYP450 (fase I),
(3) el transformador de fase I, (4) el transformador microbiano del intestino humano,

y (5) el transformador microbiano ambiental. 3’

BioTransformer 3.0  Metabolism Prediction About Download Contact Help -

Speclalizing In ready to use metabolomics kits.

*g TMIC Znisiscsns:

GRS j“/(\
/fjuj:%( i /
Metabolism Prediction & »

What's New » ¥

Figura 33. Programa de prediccion del metabolismo BioTransformer 3.0 (https://biotransformer.ca/)3®




7.2.6 Predictor de propiedades de Absorcion, Distribucion,
Metabolismo, Eliminacion y Toxicidad (admetSAR 2.0 y
ADMETIab 2.0)

Las herramientas computacionales
admetSAR2.0(http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2) y ADMETlab 2.0
(https://admetmesh.scbdd.com/service/evaluation/cal) (Figura 34 y Figura 35), es
de libre acceso y pueden predecir parametros relacionados con la absorcion,

distribucion, metabolismo, excrecion y toxicidad de las moléculas en cuestién. 3940

admetSAR 0w versonis il avaiable Predict | Optimize | About

Welcome to admetSAR

A comprehensive source and free tool for evaluating chemical ADMET properties

admetSAR is free for non-commercial use only. For any other use, please contact us

Predict Search Advanced Predict

I LICIW I Please input the SMILES of the molecule to predict the ADMET properties Predict

@ Predict ADMET properties (O Use old version (admetSAR1)

Main features What is admetSAR

admetSAR creates a user-friendly interface to search
for ADME/T (Absorption, Distribution, Metabolism.

Excretion, and Toxicity) properties profiling by name,
CASRN and similarity search. admetSAR can predict

L i ! about 50 ADMET endpoints with QSAR models.
- A a l /4 . Read More
|

Figura 34. Programa admetSAR 2.0 (http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2) 4

I
E
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8® ADMUEMab 2.0 A Home B Services EResources B Explanation [l Publications BE Contact

ADMETIab 2.0

Undesirable pharmacokinetics and toxicity of candidate

compounds are the main reasons for the failure of drug

VT development, and it has been widely recognized that

’- absorption, distribution, metabolism, excretion and toxicity

(ADMET) of chemicals should be evaluated as early as

N Eston possible. ADMETIab 2.0 is an enhanced version of the widely

3 used ADMETlab for systematical evaluation of ADMET

properties, as well as some physicochemical properties and
=S

medicinal chemistry friendliness. With significant updates to
functional modules, predictive models, explanations, and the

Distribution .
oJe|e
66 Q9
=
S

Absorption Drugs Toxicity

. - e ;

: medicinal chemists in accelerating the drug research and
development process.
Physicochemical

Property Chemistry -

user interface, ADMETlab 2.0 has greater capacity to assist

Figura 35. Programa ADMETlab 2.0 (https://admetmesh.schdd.com/)*°

7.3 EVALUACION in vitro

7.3.1 Ensayo de unién para el receptor sigma-1 (binding)

Para el ensayo se utilizé cerebro de cuyo, el cual se homogeniz6 con seis
cantidades de sacarosa (0.32 M) en frio. Esta solucion se centrifugd a 1200 rpm/10
min/4°C. El sobrenadante se preparé y se centrifug6é a 23 500 rpm/20 min/4°C. El
sedimento se re-suspendio en 5-6 cantidades de Buffer-TRIS (50 nMy pH 7.4) y se
centrifugd nuevamente a 23 500/20 min/4°C. Este procedimiento se repite dos
veces. El sedimento final se resuspendié entre 5-6 cantidades de buffer y se congelo
a -80°C en porciones de 1.5mL que contiene aproximadamente 1.5 mg de
proteina/mL. Posteriormente, se preparé una membrana de la corteza cerebral de
cuyo que estaba congelada (alrededor 100 pug de proteina) y se incub6 a varias
concentraciones de los compuestos a evaluar de 2nM [3H]-(+)-pentazocina (22.0
Ci/mmol; Perkin Elmer) y solucion Buffer-TRIS a 37 °C.

La constante de disociacion (Ki) describe la afinidad entre un ligando y una
proteina en particular. Las afinidades ligando-proteina estan influenciadas por las
interacciones intermoleculares no covalentes entre las dos moléculas, tales como
enlaces de hidrégeno, interacciones electrostaticas, fuerzas hidrofobas y fuerzas




Van der Waals. Cuanto menor sea la constante de disociacion, mas fuertemente se
encuentra unido el ligando a la proteina La union no especifica se determiné con 10

WM de (+)-pentazocina. El valor de la Ki de (+)-pentazocina fue de 2.9 nM. ®

7.4 Acoplamiento Molecular (Docking, a posteriori)

El acoplamiento molecular es un método bioinformético que permite predecir y
calcular computacionalmente la posicion mas favorable de interaccion entre un
ligando y un blanco (usualmente proteico) a partir de sus representaciones
tridimensionales. Esta herramienta bioinformatica no tiene una regla que se adapte
a todos los casos y la mayoria de los programas empleados con esta finalidad,
tienen diferentes métodos para tratar cada caso en particular. 42

El anclaje molecular calcula la mejor orientacion de los ligandos en el sitio de
union, es por eso por lo que esta técnica se usa para encontrar la conformacion
tridimensional de la union ligando-sitio de accion.

La técnica consiste en encontrar el sitio de union mas probable entre un
ligando y el sitio de accion con la menor energia de unién, con la cual se puede
predecir la forma de unién y en algunos casos, explicar su efecto in vivo e in vitro.*?

El software MOE (Molecular Operating Enviroment) apoya firmemente el
disefio de moléculas bioactivas a través de la de la simulacion molecular, analisis
de estructuras de proteinas, procesamientos de datos de moléculas pequefias, el
estudio de acoplamiento de proteinas y moléculas, y asi sucesivamente bajo

operaciones unificadas.*
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8 RESULTADOS Y DISCUSION
8.1 PARTE QUIMICA

En esta seccion se sintetizaron dos compuestos finales alquilbenzamidas
piperidinicas (FRR-1 y FRR-2).

En la Tabla 4 se aprecian las propiedades fisicoquimicas que se obtuvieron
de los compuestos sintetizados, donde los compuestos tuvieron un tiempo de
reaccion entre 40 a 75h con rendimientos moderados y puntos de fusién indicativos

de pureza.

Tabla 4. Propiedades fisicoquimicas de los compuestos finales.

T — PM Tiempo  Condiciones Rendimiento | Punto de
(g/mol) de Rx (h) de Rxn (%) fusion (°C)
FRR-1 308.41 48h 5x2°C 53.47 Cristales | 163.8-165.7
FRR-2 350.49 72h 5+2°C 59.25 Cristales | 147.3-150.4

8.1.1 Sintesis de  N-(1-bencilpiperidin-4-il)-4-metilbenzamida
(FRR-1)

La reaccién consistié en adicionar la 4 amino-1-bencilpiperidina (3) con cloruro de

p-toluoilo (4) en medio basico con atmosfera de nitrébgeno sobre condiciones de

Schoétten-Baumann a temperatura ambiente, para generar la amida final FRR-1 con

un rendimiento del 53.47% (Figura 36)

@Q )@* ““CQ

(4) FRR-1
Figura 36. Sintesis del compuesto FRR-1

Me

Para su caracterizacion estructural se obtuvo el espectro de RMN H (Figura
37) del compuesto FRR-1, en la zona alifatica se obtuvo un cuarteto y una seial
doble a un desplazamiento quimico de 1.53 y 1.71 ppm correspondientes a los
protones H-12 y H-14, dos sefiales un triplete y una sefial doble a 1.96 y 2.76 ppm
para los protones H-11 y H-15, una sefial multiplete a 3.72 ppm del proton H-13 del

heterociclo de la piperidina. Una sefal simple a 2.29 ppm correspondiente a los tres

( )
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protones H-7 del metilo del benceno disustituido en posicion para (p), después otra
sefal simple a 3.41 ppm del proton del metileno H-16, por ultimo las sefales del
DMSO a 2.46 ppm y el H20 a 3.31 ppm.

Para la parte aromatica se observé una sefial doble en 7.20 ppm
correspondientes al protén H-1" del benceno monosustituido con los protones H-3 'y
H-5 con una Jo= 8.63 Hz del benceno disustituido. A continuacion, se observo una
sefal multiplete entre 7.26-7.28 ppm de los protones H-2’, H-3’, H-4’ y H-6 del
benceno monosustituido, entre 7.70 y 7.71 ppm se observé una sefial doble
correspondiente a los protones H-2 y H-6 con una Jo= 8.54 Hz del benceno
disustituido. También se logré identificar una sefial doble en 8.10 ppm

correspondiente al protén de la amida.
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f1 (ppm)

Figura 37. Espectro de RMN 'H (600MHz) del compuesto FRR-1

En el espectro de RMN 3C del compuesto FRR-1 (Figura 38) se esperaba
un total de 20 sefiales donde solo se observaron 14 sefales, esto se debe a los
carbonos con propiedades quimica y magnéticamente equivalentes, por lo tanto, al
inicio se observo una sefal con desplazamiento quimico de 21.5 ppm que

corresponde al carbono C-7 del metilo en sustitucion para (p) del benceno
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disustituido, después en el anillo de la piperidina donde se observa una sefal en
32.1 ppm la cual corresponde a los carbonos C-12 y C-14, una sefial a 47.4 ppm
del carbono C-13 ubicado cerca de la amida, por ultimo una sefial a 52.8 ppm que
corresponde a los ultimos dos carbonos del anillo de la piperidina C-11 y C-15. En
el desplazamiento a 62.7 ppm se encontré al carbono C-16 correspondiente al
metileno entre la piperidina y el benceno mono sustituido, pasando a la zona
aromatica podemos ver un desplazamiento a 127.3 ppm correspondiente al C-1’ de
benceno mono sustituido, a 127.8 ppm se encontrd una sefial de los carbonos C-2
y C-6 ubicados cerca de la amida, con un desplazamiento a 128.7 ppm los carbonos
C-3y C-5 estos ubicados en el anillo de benceno disustituido, en un desplazamiento
entre 129.2 y 129.2 ppm los carbonos C-2’, C-3’, C-5’ y C-6’ estos mostrandose
como un doblete por ser quimica y magnéticamente equivalentes, en un
desplazamiento a 132.5 ppm se encontré al carbono C-1 que se encuentra en el
benceno disustituido unido al carbonilo de la amida, en 139.2 ppm el carbonos C-4’
unido al metileno, a 141.3 ppm el carbonos C-4 unido al metilo en posicion para (p)
y por ultimo a 166.0 ppm se encontré el carbono C-8 correspondiente al carbono del

carbonilo de la amida.
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Figura 38. Espectro de RMN 3C (150MHz) del compuesto FRR-1
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En el espectro de masas (IE) del compuesto FRR-1 se observé una sefial a 308.16
m/z correspondiente al ion cuasi-molecular (M*) con abundancia relativa de 2%
correspondiente a la masa esperada del compuesto. La sefial de 91 m7z
corresponde a la formacion del ion tropilio el cual tiene una abundancia relativa del
85%, la sefial del pico base a 82 m/z corresponde a la pérdida de la piperidina
(Figura 39).
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Figura 39. Espectro de masas (IE) del compuesto FRR-1.
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8.1.2 Sintesis de N-(1-bencilpiperidin-4-il)-4-terbutilbenzamida
(FRR-2)

La reaccion consistio en adicionar la 4 amino-1-bencilpiperidina (3) con

cloruro de 4-terbutilo (4) en medio basico con atmosfera de nitrégeno sobre

condiciones de Schotten-Baumann a temperatura ambiente, para generar la amida
final FRR-2 con un rendimiento del 59.25% (Figura 40)

LoD LoP
TEA
cl —_— NHS N
\‘/Q)‘\ * HZN_CN CH,Cl C
(4) ()

FRR-2
Figura 40. Sintesis del compuesto FRR-2

Para su caracterizacion estructural se obtuvo el espectro de RMN 'H (Figura
41) del compuesto FRR-2, en la zona alifatica se obtuvo una sola sefial con un
desplazamiento quimico a 1.29 ppm correspondiente a los protones H-17, H-18 y
H-19 de los metilos del terbutilo, de igual forma se observa un cuarteto y una sefal
doble en un desplazamiento de 1.58 ppm y 1.76 ppm corresponde a los protones
H-12 y H-14, dos sefiales un triplete y una sefial doble a 2.01 ppm y 2.81 ppm para
los protones H-11 y H-15, una sefial multiplete a 3.77ppm del proton H-13 del
heterociclo de la piperidina. Una sefial simple a 3.46 ppm correspondiente del proton
del metileno H-16, por ultimo las sefiales del DMSO a 2.46 ppm y el H20 a 3.31
ppm.

Para la parte aromatica se observa un multiplete en 7.25 ppm
correspondiente al protén H-1’ al igual que se observa un multiplete entre 2.29 y
7.33 ppm correspondiente a los protones H-3', H-4’, H-5 y H-6' del benceno
monosustituido. A continuacion, se observa una sefal doble entre 7.45y 7.46 ppm
correspondiente a los protones H-3 y H-5 con una Jo=8.59 Hz de igual forma una
sefal doble entre 7.76 y 7.78 ppm para los protones H-2 y H-6 con una Jo=8.71Hz
del benceno disustituido. Finalmente, se identific6 una sefial doble en un

desplazamiento entre 8.14 y 8.16 ppm al proton de la amida H-9.
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Figura 41. Espectro de RMN 'H (400MHz) del compuesto FRR-2

En el espectro de RMN de *3C del compuesto FRR-2 (Figura 42) se esperaba
un total de 23 sefales donde se esperaba ver 15 sefiales debido a los carbonos con
propiedades quimica y magnéticamente equivalentes, por lo tanto, en un inicio se
observé una sefial con desplazamiento 31.8 ppm que corresponde a los carbonos
terminales C-17, C-18 y C-19 del terbutilo en posicion para (p) del benceno
disustituido, después en un desplazamiento en 35.35 ppm se observo el carbono
cuaternario C-7 del terbutilo, en 32.35 ppm los carbonos C-12 y C-14, al igual que
en 53.10 ppm los carbonos C-11y C-15, en 47.61 ppm el carbono C-13 del benceno
de la piperidina, en un desplazamiento de 62.97 ppm se encontr6 al carbono C-16
correspondiente al metileno entre la piperidina y el benceno mono sustituido,
pasando a la zona aromatica se observdé un desplazamiento a 125.68 ppm
correspondiente a los carbonos C-3 y C-5, junto con un desplazamiento en 127.91
ppm correspondientes a los C-2 y C-6 ya que estos carbonos cuentan con
propiedades quimica y magnéticamente equivalentes del anillo disustituido, con un
desplazamiento en 127.64 ppm corresponde al C-1" a 128.95 y 129.51 ppm los
carbonos C-2’, C-3’, C-5’ y C-6 del anillo monosustituido, en un desplazamiento a
132.87 ppm corresponde a los carbonos cuaternarios C-1 y a 154.53 ppm el
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carbono C-4 del anillo de benceno disustituido, en un desplazamiento a 139.50 ppm
corresponde al carbono C-4’ del benceno disustituido, por ultimo en un
desplazamiento a 166.38 ppm se encuentra el carbono C-8 correspondiente al

carbono del carbonilo de la amida.
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Figura 42. Espectro de RMN *3C (100MHz) del compuesto FRR-2
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En el espectro de masas (IE) del compuesto FRR-2 se observo una sefial a
350.49 m/z correspondiente al ion cuasi-molecular (M*) con abundancia relativa de
1% correspondiente a la masa esperada del compuesto. La sefial de 91 m7z
corresponde a la formacion del ion tropilio el cual tiene una abundancia relativa del

70%, la sefial del pico base a 82 m/z corresponde a la pérdida de la piperidina
(Figura 43).
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Figura 43. Espectro masas (IE) del compuesto FRR-2.
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8.2 PARTE COMPUTACIONAL (In silico)
8.2.1 Prediccion de actividad bioldgica de los compuestos FRR-1

y FRR-2 con el programa PASS.

El potencial biolégico de los compuestos finales FRR-1 y FRR-2 fue calculado

mediante el programa PASS, los resultados se resumen en la Tabla 5.

Tabla 5. Prediccion de actividad biolégica con el programa PASS Online

Antagonista del Ro Antagonista del Ro:

Pa Pi Pa Pi
FRR-1 0.94 0.27 104 0.10
FRR-2 0.99 0.26 10.1 0.11
LMH-2 18.0 0.16 18.0 0.06
Haloperidol 30.5 0.09 0.77 0.14
S1RA 21.3 0.124 22.0 0.75
Pa= probabilidad de actividad; Pi= probabilidad de inactividad

Se seleccionaron las actividades correspondientes a este proyecto, las
cuales son actividades como posibles antagonistas de los receptores sigma sobre
todo los de nuestro interés hacia el receptor sigma-1 de los compuestos FRR-1 y

FRR-2 como posible tratamiento para el dolor.
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8.2.2 Prediccion de dianas terapéuticas de los compuestos FRR-

1y FRR-2 con el programa SwissTarget
Como diana terapéutica se selecciono el receptor sigma-1 para la afinidad con los
compuestos presentes en este proyecto.

En los resultados obtenidos por el programa se muestra que las predicciones
del servidor SwissTarget (Tabla 6) calculé que los compuestos FRR-1 y FRR-2
tendran una afinidad moderada, mientras que el compuesto LMH-2 muestra de igual
manera una moderada afinidad de manera predictiva, mientras que en los ensayos
in vitro e in vivo este se obtuvo como el mejor candidato hacia estos receptores al
igual que los compuestos S1RA y haloperidol que se reconocen como moléculas

afines a los receptores sigma y sigma-1.

Tabla 6. Prediccion de dianas terapéuticas de los compuestos FRR1-2, LMH-2, S1IRA y Haloperidol.

Compuesto Receptor intracelular o1 (%)

FRR-1 28.48
FRR-2 12.55
LMH-2 15.15
Haloperidol 100
S1RA 100

8.2.3 prediccion de propiedades de los cuasi-farmacos con el

programa Osiris y DataWatrrior
El servidor computacional Osiris presenta valores numéricos y cédigos de

color para los diferentes criterios, los cuales se indican con rojo: alerta de ser un
posible agente téxico, Naranja: para intermedios y Verde: para los no toxicos. En la

Tabla 6 se muestran los resultados indicados para los compuestos finales.
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Tabla 7. Propiedades toxicolégicas, cuasi-farmaco y clasificaciones como farmaco de los compuestos finales
FRR1-2, LMH-2,S1RA y Haloperidol.

Efectos nocivos

Compuesto Mutagénico | Tumorigeno Irritante

reproductivo

FRR-1

FRR-2

LMH-2

Haloperidol

S1RA

I
Alto Riesgo Sin Riesgo

Ninguno de los compuestos indicé efecto mutagénico, tumorigénico, irritante
o teratogénico. Estos resultados sugieren que son adecuados para el disefio de los
nuevos compuestos con respecto a S1RA, que dio valores de ser tumorigéno y
precaucion de ser mutagénico esto debido al fragmento de naftol de la molécula.
Sin embargo, haloperidol presenta valores que la caracterizan como una molécula
no toxica al igual que el compuesto LMH-2 sintetizado en el Laboratorio 5 de
Quimica Farmacéutica de la UAEM por el Maestro en Farmacia Luis Alberto Melo
que presenta adecuados resultados como los sintetizados.

8.2.4 Propiedades admetSAr de los compuestos FRR-1y FRR-2
En la Tabla 8 se observan los resultados tedricos de absorcién, metabolismo y
toxicidad calculados para los compuestos FRR-1, FRR-2, LMH-2, S1RA vy
haloperidol, basados en un modelo de QSAR por los servidores admetSAR y
ADMETIab 2.0.

En la tabla se observa que los compuestos podrian atravesar la barrera
hematoencefélica, lo cual es de suma importancia para este proyecto, ya que se
desea que lleguen a SCN, y podrian ser sustrato de la glicoproteina P (datos
desfavorables para los compuestos).
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Esta proteina se encuentra distribuida ampliamente en las células del epitelio
intestinal, se encarga de expulsar los xenobidticos previamente absorbidos hacia el
lumen intestinal, se sabe que crea un eflujo para la expulsion de su sustrato que es
dependiente de ATP.

Tabla 8. Resultados predictivos por admetSAR y ADMETIab para los compuestos FRR-1, FRR-2, LMH-2,
S1RAy Haloperidol.

Modelo ‘ FRR-1 FRR-2 LMH-2 S1RA Haloperidol
Absorcién
Absorcioén intestinal + + + + +
Barrera
+ + + + +
hematoencefalica
Sustrato PGP + + + - -

Metabolismo
Sustrato CYP2C9 - = - - -

Sustrato CYP2D6 + + + - +

Sustrato CYP3A4 - + + + +
Toxicologia

Toxicidad AMES - - - i: -

Carcinogénesis - - - - -

Glp. - Glicoproteina P; CYP. - Citocromo P450, familia, subfamilia e isoforma

En la parte de metabolismo, los programas sugieren que el compuesto FRR-
1 podria ser metabolizado por la isoforma CYP2D6, el compuestos FRR-2 podria
ser metabolizado por las isoformas CYP2D6 y CYP3A4, por lo que se predice que
los dos compuestos seran metabolizados en reacciones de fase | por esta familia
de citocromos.

Cabe mencionar, que es mejor que un compuesto sea sustrato de varias
isoformas, ya que si es sustrato de solo una isoforma esta podria ser inhibida por
otro agente xenobidtico y el ligando no ser metabolizado para su excrecion, lo cual

aumentaria sus efectos toxicos al organismo.

59

——
| —



Por ultimo, en la parte toxicoldgica, los compuestos FRR-1 y FRR-2 no
mostraron probabilidad de ser genotdxicos o carcinogénicos como previamente se
habia establecido en el programa OSIRIS. Los resultados para S1RA muestran un
efecto genotoxico (AMES +), esto es debido a la probabilidad de fragmento, ya antes

mencionado, que le confiere la toxicidad a la molécula.
8.2.5 Prediccion toxicologica de los compuestos FRR-1 y FRR-2

mediante el programa ACD/ToxSuite
La prediccion de los compuestos FRR-1, FRR-2, LMH-2, S1RA y haloperidol se
realiz6 con el programa ACD/ToxSuite que indico diversos resultados de toxicidad
como es el porcentaje de probabilidad del bloqueo de los canales hERG, la
inhibicion de las isoformas de la familia de CYP450, asi como la toxicidad aguda
(dosis letal media = DLso) por la via de administracién oral para el modelo en rata o
ratén, asi como su categoria en la clasificacién de la OECD.

En la Tabla 9 se encuentran las predicciones del perfil toxicologico de los
compuestos FRR-1, FRR-2, LMH-2, S1RA y Haloperidol. Los compuestos FRR-1 ,
FRR-2 y LMH-2 muestran una probabilidad moderada de ser cardiotdxicos entre 30-
48%, el compuesto S1RA y Haloperidol muestran una probabilidad alta entre 70-
90% de ser cardiotoxicos, por lo cual estos compuestos presentan una alarma en
las propiedades de calanes hERG por esa razon se utilizd como control positivo
terfenadina, con una probabilidad del 98% ( este farmaco fue retirado del mercado
por sus efectos cardiotdxicos) y Clorfenamina, con una probabilidad del 93% y
actualmente se encuentra en venta.

Con estos resultados se puede inferir que los compuestos disefiados

presentarian un menor efecto cardiotéxico.
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Tabla 9. Bloqueo de canales hERG

Compuesto Probabilidad de bloqueo de canales hERG [10uM]

FRR-1 48%
FRR-2 39%
LMH-2 30%
S1RA 90%
Haloperidol 70%
Terfenadina 98%
Clorfenamina 93%

En la Tabla 10 se muestra la probabilidad de la inhibicion de las diferentes isoformas
de la familia del CYP450. Los compuestos FRR-1, FRR-2 y LMH2 presentan una
moderada probabilidad de inhibir la isoforma CYP2D6; sin embargo, mostraron baja
probabilidad (menos del 10%) de inhibir la isoforma 3A4, al poseer un menor
porcentaje de inhibicion podria carecer de llevar a cabo la interaccion farmaco-
farmaco en comparacion con el ketoconazol que fue retirado del mercado por la
inhibicién del CYP450.

Esto se debe a que esta isoforma es la mas abundante en el cuerpo humano,
asi como también es una de las mas importantes para el metabolismo de los
farmacos, ya que se encarga de metabolizar mas del 80% de los farmacos, en

comparacion con el compuesto S1RA que mostré del 20% de inhibir esta isoforma.

Tabla 10. Probabilidad de inhibicién de las isoformas del CYP450

Inhibicion de CYP450 [10 uM]

Compuestos

2C9 2C19 1A2
FRR-1 5% 51% 5% 5% 2%
FRR-2 7% 39% 4% 11% 0%
LMH-2 5% 54% 5% 5% 3%
Haloperidol 5% 63% 7% 6% 0%
S1RA 26% 16% 9% 5% 55%

Ketoconazol 93% 2% 14% 13% 0
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En la Tabla 11 se muestra la probabilidad de la toxicidad aguda (presencia de
efectos toxicos a una sola administracion o administracion en un rango de 24 horas),
mostrando como afinidad el célculo de la dosis letal media (DLso), observado que el
compuesto haloperidol es méas probable de ser toxico en comparacion con los

demas compuestos.

Tabla 11. Probabilidad de toxicidad aguda de los compuestos.

DLso (mg/Kg) Via Oral

Compuesto Categoria OECD
Raton Rata
FRR-1 370 530 v
FRR-2 380 690 v
LMH-2 440 430 v
S1RA 570 960 v
Haloperidol 160 180 [l

De acuerdo con los datos establecidos por el programa, todos los
compuestos entran en la categoria IV establecida por la Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OECD). Los compuestos mostraron una
toxicidad moderada (DLso) en comparacion con el haloperidol que mostré ser tdxico

en la toxicidad aguda de categoria Ill (Tabla 12).
Tabla 12. Clasificacion de toxicidad de la OECD.%°

Categoria ‘ Rango de la DLso Clasificacion
I DLso < 5mg/Kg Altamente toxico
I 5 < DLso= 50mg/Kg Muy toxico
1l 50 < DLso< 300mg/Kg Toxico
A\ 300 < DLso < 2000mg/Kg Toxicidad moderada
\% DLso > 2000mg/Kg Sin peligro
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8.2.6 Prediccion de metabolitos y sitios metabolizables por

Biotransformer 3.0
La prediccion del metabolismo de los compuestos sintetizados en este

proyecto (FRR-1 y FRR-2) se realiz6 mediante el servidor Biotransformer 3.0, de
igual forma se obtuvieron los resultados para S1RA y haloperidol. Para la
prediccidbn de metabolismo del compuesto S1RA (Figura 44), los resultados se
observan en la Figura 39 donde se observan los metabolitos de la Fase | (N-

desalquilacion, O-desalquilacion y Oxidacién aromatica) y Fase Il (Conjugacion con

glutation).
)
Q—N CH3
\_—\ —
o=\ _n
N
FASE |
o e FASE Il
O

3
—
<
N OH 1. - Conjugacion con
OH

Q glutation

N A

1. — Oxidacion aromadtica 2. — O-desalquilacién

HiC

1. — N-Desalquilacion

Figura 44. Metabolitos y sitio del metabolismo del compuesto S1RA.
Para la prediccién del metabolismo del compuesto haloperidol los resultados se
muestran en la Figura 45, donde se observan los metabolitos de reduccion del
alcohol adyacente a la piperidina, N-desalquilacion y Oxidacion alifatica, siendo

estas reacciones de Fase I.
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Figura 45. Metabolitos y sitio del metabolismo del compuesto haloperidol.

Para la prediccion del metabolismo de los compuestos FRR-1 y FRR-2 junto con el
compuesto de referencia LMH-2, para todos los casos fueron idénticos,
metabolismo de Fase | por N-desalquilacion, Hidroxilaciones aromaticas y

Oxidaciones alifaticas, como ejemplo se observa el metabolismo del compuesto

FRR-1 (Figura 46).

FRR-1

FASE |
OH
0 O/\@\ 0 /OIH 0 OJ\@
1.— Oxidacién aromatica 2 .- N-desalquilacion 3.- Oxidacién alifatica

Figura 46. Metabolitos y sitio del metabolismo de los compuestos FRR-1, FRR-2 y LMH-2.
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8.3 EVALUACION in vitro
En la Tabla 13 se observan los resultados in vitro de la union de los ligandos FRR

1-2, LMH-2, S1RA y haloperidol sobre el receptor sigma-1 (ensayos de unién
“binding”), mostrando la constante de afinidad (Ki) de cada uno de los compuestos

a dicho receptor.
Tabla 13. Afinidad de los compuestos FRR 1-2, LMH-2, S1IRA y haloperidol

#Compuesto Formula Ki (nM)

e
FRR-1 —@—( 12
Se)
O
FRR-2 >L©—( 4.8
HN—ON

O\—\ﬂ
T2

Cl
Ha'oper|d0| 4®_<—\' Dﬁ 6.3
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Cdmo se observa en la Tabla 13, el compuesto FRR-1 posee una afinidad
(Ki) de 12 nM para el receptor sigma-1, si se compara con la actividad mostrada por
el compuesto S1RA, se puede observar un aumento en la afinidad al receptor
sigma-1. Si se compara esta afinidad con el compuesto LMH-2 y haloperidol se

puede ver disminucion.

Por otra parte, el compuesto FRR-2 posee una Ki experimental de 4.8 nM
para el receptor sigma-1, obteniendo 3.5 veces el aumento en la afinidad en
comparaciéon con S1RA, incluso teniendo una mayor afinidad que el compuesto
LMH-2 que fue de 6 nM y que el haloperidol de 6.3 nM.

Como se menciond, el compuesto FRR-2 es la molécula que obtuvo una
mayor afinidad por el receptor sigma-1 en comparacion con el compuesto FRR-1
que se observa la disminucion de afinidad, aunque los valores de ambos
compuestos son muy buenos, pues se encuentran en el bajo orden nanomolar,

considerdndose como lideres experimentales seguros.
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8.4 ACOPLAMIENTO MOLECULAR “DOCKING” (A posteriori)

La estructura tridimensional del receptor sigma-1 se obtuvo co-cristalizada en
la base de datos de PDB bajo el ID:5HK2 y con este cristal se realizd el

acoplamiento molecular de los compuestos finales.

8.4.1 Acoplamiento molecular de haloperidol sobre el receptor
sigma-1.

En la Figura 47 se observan las interacciones de haloperidol con el receptor sigma-
1 obtenidos por acoplamiento molecular (“Docking”). Los resultados fueron
ordenados en grupos con RMSD<0.5 A. Para este compuesto se puede observar
una interaccion 2D y 3D de tipo 1-hidrogeno con Phe107 al igual que una interaccién
de puente de hidrogeno con Met93 por ultimo una interaccién polar ibnicas con el
residuo de aminoacidos Glul72 y con el amino ionizable del heterociclo con una

energia de union (AG) de -10 Kcal/mol.

(val GB
( ) i N
[ val )

&

@) ()

Figura 47. Visualizacion en 3D y 2D del conférmero haloperidol en el sitio de unién del receptor sigma-1.
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8.4.2 Acoplamiento molecular de S1RA sobre el receptor sigma-1
En la Figura 48 se observa las interacciones del compuesto S1RA con el
receptor sigma-1 obtenidos por el acoplamiento molecular. Los resultados fueron
ordenados en grupos con RMSD<0.5 A. Este compuesto se observa una interaccion
en 2D y 3D con el residuo de aminoacido Glul72 con el nitrégeno de la morfolina y
una interaccion 1-hidrogeno con el anillo de benceno del Tyrl03. La energia de

unién fue de -10.76 Kcal/mol.
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Figura 48. Interacciones 3D y 2D del conformero S1RA en el sitio de unién del receptor sigma-1.

8.4.3 Acoplamiento molecular de LMH-2

En la Figura 49 se observan las interacciones del compuesto LMH-2 con el
receptor sigma-1 obtenidos por el docking. Los resultados fueron ordenados en
grupos de RMSD<2.0 A. Para el compuesto se observa la interaccion con el residuo
de aminoéacidos Glul72 y con el amino ionizable del heterociclo con una energia de
union (AG) de -8.85 Kcal/mol.
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Figura 49. Interacciones 3D y 2D del conférmero LMH-2 en el sitio de unién del receptor sigma-1.

8.4.4 Acoplamiento molecular de FRR-1 y FRR-2 sobre el

receptor sigma-1
Enla Figura 50y Figura 51 se observan las interacciones de los compuestos
FRR-1 y FRR-2 con el receptor sigma-1 obtenidos por el docking. Los resultados
fueron ordenados en grupos de RMSD<2.0 A. Para los compuestos se observa la
interaccién con el residuo de aminoacidos Glul72 y con el amino ionizable del
heterociclo. Se calcularon las energias de union para los siguientes conférmeros:
(A) FRR-1 AG: -8.13 Kcal/mol.
(B) FRR-2 AG: -9.25 Kcal/mol.
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Los resultados obtenidos de la energia de unién (AG) en el acoplamiento
molecular se muestra en la Tabla 14, donde se muestra que los compuestos FRR-
1 y LMH-2 tienen bajas energias de unién a comparacion del compuesto FRR-2.
Cabe mencionar que el compuesto LMH-2 en los resultados in vitro mostro una
afinidad de 6 nM, mientras que el compuesto FRR-1 mostr6 una afinidad de 12 nM,
mientras que la afinidad del compuesto FRR-2 fue de 4.8 nM, siendo esta mayor

que el compuesto S1IRA y LMH-2.

Tabla 14. Correlacién de resultados in vitro e in silico.

Compuesto In sillico (AG) Afinidad in vitro (nM)
FRR-1 -8.13 + 0.007 12
FRR-2 -9.25 + 0.009 4.8
LMH-2 -8.85 + 0.002 6
S1RA -10.76 + 0.005 17
Haloperidol -10.7 £ 0.051 6.3

71

——
| —



8.5 ANALISIS DE CONSENSO FARMACOLOGICO

El analisis de consenso farmacoldgico para la seleccion de un lider computacional

seguro combina los resultados de diferentes célculos realizados in silico:

e Predicciones farmacodinamicas (Swisstarget prediction)
e Predicciones farmacocinéticas (AdmetSAR, ADMETIab, Biotransfromer 3.0)

e Predicciones toxicolégicas (ACD/ToxSuite, Osiris, AdmetSAR)

El argumento del analisis de consenso farmacoldgico consiste en que cuanto
mas coincidan los calculos de que un compuesto es activo, con baja toxicidad y
perfil farmacocinético adecuado, mas confiable sera la seleccion/discriminacion de
dicho compuesto bioactivo (para sintetizarlo y que muestre el efecto farmacoldgico
adecuado.
En la Tabla 15 se muestra los resultados de diferentes programas computacionales
quimio-informaticos, se observa que los mejores resultados para el andlisis in vivo
los posee el compuesto FRR-1, no mostrando ninguna alerta en comparacion con
los otros compuestos, indicando que es el mejor candidato para la evaluacion en

ensayos in vivo.
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Tabla 15. Analisis de consenso farmacolégico.

Compuestos FRR-1 FRR-2 LMH-2

PM (g/mol)

312.160

Haloperidol S1RA

Afinidad

28.48% 12.55% 15.15% 100% 100%
receptor o1
Pa:
Probabilidad 325% 24.7% 18.0% 7.7% 22%
de actividad
Solubilidad Moderada
Log P 3.484 4.497 3.125 3.680 3.680
BF
Log D 3.420 4,129 3.142 3.490 3.306

ABS intestinal

Absorcioén Intestinal Alta

BHE (+)

Sustrato PGp

Carcinogénesis
Tox

Ranking

DOCKING MOLECULAR ( MOE)
SCORE

COMPUESTO
Validacion
FRR-1
FRR-2

Clorfenamina 93%
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9 .CONCLUSIONES

Se sintetizaron y caracterizaron quimicamente los compuestos FRR-1 y
FRR-2 con rendimientos de moderados a buenos.

Los resultados de los estudios in silico muestran adecuadas propiedades
biofarmacéuticas, farmacocinéticas, farmacodindmicas, y toxicologicas de
FRR-1 y FRR-2, sugiriendo una baja toxicidad calculada, con el efecto
farmacoldgico de interés.

En el estudio de anclaje molecular de los compuestos FRR-1 y FRR-2 sobre
el receptor sigma-1 se observan interacciones similares a las de S1RA con
el sitio de union. FRR-1 y FRR-2 presento interacciones con los aminoacidos
Glul72 y Aspl26, por lo que podria comportarse como un antagonista del
receptor sigma-1.

El compuesto FRR-2 fue el que obtuvo mayor afinidad al receptor sigma-1 en
la evaluacion in vitro (binding), con una Ki= 4.8 nM, convirtiéndose de un lider
computacional a un lider experimental seguro.

El Analisis de Consenso Farmacolégico indic6 como lider computacional
seguro al compuesto FRR-2, ademas de que mostré afinidad experimental in
vitro contra el receptor sigma-1, por lo cual es el candidato para continuar
con la evaluacién farmacologica in vivo en modelos murinos de dolor

neuropatico.
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10 . PERSPECTIVAS

e Realizar las pruebas in vivo en modelos murinos de dolor neuropatico del
compuesto FRR-2.

e Disefiar otros derivados de los compuestos con diferentes sustituyentes en
los grupos arilos para observar la relacion estructura-actividad sobre los

receptores sigma-1.
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11 . PARTE EXPERIMENTAL

Para la sintesis de los compuestos FRR-1 y FRR-2 se utilizaron reactivos de marca
SIGMA-ALDRICH® y MERK®. Para el calentamiento y la agitacibn magnética se
utilizé una parrilla de la marca CIMAREC® y un matraz bola de 25 mL acoplados
con agitacion magnética, tubo de adicion y nitrégeno para aislar las reacciones con
el medio ambiente. Ademas de usar un tubo lavador con trampa de gases para la
formacion de amidas. Para el monitoreo de las reacciones se utilizaron
cromatografias en capa fina (CCF) de placas de aluminio de 2.5 x 4 cm cubiertas
con gel de silice. Para correr las placas se utiliz6 una caAmara de elucién de vidrio.
Para la elucién de las placas se utilizaron los sistemas observados en la siguiente
Tabla 16.

Tabla 16. Sistemas utilizados como fase movil para CCF.

Sistema Comparacion Proporcion

I Hexano: CHCIs: AcEt 50:35:15

Il CH2Cl2: MetOH 90:10

Para revelar las CCF se utiliz6 una lampara UV marca ENTELA modelos UVGL-25
con longitud de onda de 254-365nm. Para evaporar los disolventes utilizados se uso
un rotavaporador marca BUCHI R-200 conectado a una bomba de vacio marca
Vacuubrand® ME 2C. Para alto vacio se utilizé con una bomba marca BUCHI V-
700. El punto de fusion (p.f.) se determindé con un aparato Stanford Research
System, modelo EZ-Melt. El pH se midi6 con tiras reactivas de la marca CRISA.

Todos los programas fueron utilizados y/o corriedos sobre una laptop ASUS
VivoBook modelo K513EA con Sistema Operativo: Windows 11 de 64 bits,
procesador de graficos Intel iRISx®y 12 GB de memoria RAM.
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11.1 Parte Quimica
11.1.1 Sintesis de N-(1-bencilpiperidin-4-il)-4-
metilbenzamida (FRR-1)

@p )@*N“CQ

(4) FRR-1

En un matraz bola de 25 mL equipado con agitacion magnética, una trampa de

Me

gases y un embudo de adicién de liquidos de presiones igualadas, se coloco
0.214362 ml (0.001051 mol) de 4-amino-1-bencilpiperidina (3) y se afiadi6é 0.16112
ml (0.0015923 mol) de trietilamina en adicion lenta (gota a gota), se dejo en
agitacion con 4 mL de diclorometano seco (CHCI2) durante 15 minutos. Transcurrido
el tiempo se colocd en bafio de hielo (0-5°C) para afiadir 0.1528 mL (0.00115161
mol) de cloruro de p-toluoilo (4), posteriormente permanecio a temperatura ambiente
y se dej6 en agitacion durante 48h.

Utilizando el sistema | se realizé una CCF, revelando la usencia de la materia
prima, se rotaevaporo todo el diclorometano hasta sequedad. El compuesto se trato
para llevar nuestro compuesto a un pH entre 8 y 9, se filtr6 y se dej6 secar. Con una
mezcla Etanol-Agua se recristalizo para obtener cristales blancos, con un peso de
0.1733 g, un punto de fusion de 163.8-165.7 °C y un rendimiento de 53.47%.
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RMN *H (600 MHz, DMSO-Ds) &: 8.11(d, 1H, NH), 7.71 (d, Jo=8.54 Hz, 2H, H2,H6), 7.27
(M, 4H, H2’, H3’ H5",H6'), 7.20 (M, J,=8.63, 3H, H1’,H3,H5), 3.72 (m, 1H, H13), 3.41 (s, 2H,
H16), 2.76 (d, 2H, H11, H15), 2.29 (s, 3H, H7), 1.96 (t, 2H, H11, H15), 1.71 (d, 2H,H12,H14),
1.53 (m,2H,H12,H14).

RMN 13C (150 MHz, DMSO-Ds) &: 165.99 (C=0), 141.32 (C4), 139.23 (C4’), 132.48 (C1),
129 (C2', C3', C5', C6),128.69 (C3, C5), 127.83 (C2, C6), 127.37 (C1’), 62.70 (C16), 52.85
(C11, C15), 47.38 (C13), 32.08 (C12, C14) 21.46 (C7).

EM (IE): m/z (% int. rel.) (M*), 308.16 (2%), 91.05 (85%), 82.08 (100%).
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11.1.2 Sintesis de N-(1-bencilpiperidin-4-il)-4-
terbutilbenzamida (FRR-2)

o e
TEA
O e o
\‘/Q)‘\ + HzN_CN CH,Cl C
(4) 3)

FRR-2

En un matraz de bola de 25 mL equipado con agitacion magnética, una trampa de
gases y un embudo de adicién de liquidos de presiones igualadas, se coloco
0.26795 ml (0.00131385 mol) de 4-amino-1-bencilpiperidina (3) y se afadi6
0.101013 ml (0.00144219 mol) en adicién lenta (gota a gota), se dejo en agitacion
con 4 mL de diclorometano seco (CHCI2) durante 15 minutos. Transcurrido el tiempo
se coloco en bafio de hielo (0-5°C) para afadir 0.282258 mL (0.001445 mol) de
cloruro de terbutilo (4), posteriormente permanecié a temperatura ambiente y se
dejé en agitacion durante 72 h.

Utilizando el sistema Il se realiz6 una CCF, revelando la usencia de la
materia prima, se rotaevaporé todo el diclorometano hasta sequedad. El compuesto
se tratd para llevar nuestro compuesto a un pH entre 8 y 9, se filtré y se dej6 secar.
Se realizaron repulpes con NaHCO3 durante 30 minutos, Eter de petréleo (30 min),
Na2COs (1h), el compuesto se filtré y se dej6 secar. Con una mezcla Metanol-Agua
se cristalizé para obtener cristales blancos, con un peso final de 0.1856g, un punto
de fusion de 147.3-150.4 °C y un rendimiento final del 59.25%.
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RMN H (400 MHz, DMSO-Ds) &: 8.1 (d, 1H, NH), 7.77 (d, Jo=8.71, 2H, C2, C6 ), 7.45
(d, Jo=8.59, 2H, C3, C5), 7.3 (m, 4H, H2", H3", H5’,H6’), 7.25 (m, 1H, H1’), 3.77 (m, 1H,H13),
3,46 (s,2H,H16), 2.81 (d, 2H, H11,H15), 2.0 (t,2H, H11, H15), 1.76 (d, 2H, H3, H5), 1.58 (m,
2H, H3, H5), 1.29 (s, 9H, H17,H18,H19).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-De) &: 166.38 (C=0), 154.53 (C4), 139.50 (C13), 132.87
(C1), 129.51 (C2’, C3’, C5',C6’), 128.95 (C2',C3',C5',C6’), 127.91 (C2, CB), 127.64 (C3, C5),
125.68 (C3, C5), 62.97 (C16), 53.10 (C11,C15), 47.61 (C13), 35.35 (C7), 32.35 (C12, C14),
31.76 (C17, C18, C19).

EM (IE): m/z (% int. rel.) (M*), 350.49 (1%), 91.07 (70%), 82.08 (100%).
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. ESPECTROS
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Espectro 1. RMN *H del compuesto FRR-1, 600MHz, DMSO.
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Espectro 2. RMN 3C del compuesto FRR-1 150 MHz, DMSO
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Espectro 3. RMN H del compuesto FRR-2, 400MHz, DMSO.
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Espectro 4. RMN (DEPT) 13C del compuesto FRR-2, 100MHz, DMSO.
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Espectro 5. Masas (IE) compuesto FRR-1.
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