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1. Introduccion

La diabetes mellitus es una de las enfermedades metabdlicas cronico degenerativas mas comunes que
se caracteriza por una deficiencia en la produccion y/o accion de la insulina. De acuerdo con la
Federacion Internacional de la Diabetes (IDF por sus siglas en inglés) en el mundo existen alrededor
de 537 millones de personas con este padecimiento y se espera que la cifra aumente a 643 millones
para 2030 y 783 millones para 2045.' La diabetes mellitus tipo 2 (DMTII) es la mas comdn, y
representa cerca del 90% de todos los casos.! El sobrepeso, la obesidad y la inactividad fisica son los
principales factores de riesgo de la DMTII.Y2 Por estas consideraciones, es de suma importancia el
desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas que ayuden al tratamiento de la DMTII.

La proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP1B) tiene un papel importante dentro de la fisiopatologia de la
DMTII, pues actlia como regulador negativo en las rutas de sefializacién de la insulina y la leptina,
ademas de gue esta enzima se asocia con una gran variedad de enfermedades humanas, como algunos
tipos de cancer, desordenes autoinmunes y enfermedades cardiovasculares.® Hasta el momento, al
menos ocho moléculas que inhiben la actividad de PTP1B se han estudiado en ensayos clinicos,® pero
la mayoria de estos se han descontinuado por distintos motivos; entre estos, la inespecificidad de los
inhibidores debido al alto grado de homologia de PTP1B con otras tirosina-fosfatasas y el uso de
modelos truncos de PTP1B en las etapas iniciales del descubrimiento de inhibidores.® Teniendo esto
en cuenta, el desarrollo de inhibidores especificos de PTP1B sigue siendo un reto.

En este sentido, los productos naturales y sus derivados semisintéticos (sintesis de un compuesto a
partir de un precursor elaborado, que se obtiene por aislamiento a partir de fuentes naturales),* han
sido una fuente de inspiracion para el desarrollo de farmacos novedosos potenciales, debido a su
diversidad quimica, su complejidad estructural y su selectividad biolégica.®

La duclauxina (1) (un producto natural de origen flngico), y diversos analogos (talaromycesona B
(2), bacillisporina G (3) y xenoclauxina (4)), se han descrito como inhibidores potentes de una PTP1B
humana de cadena completa (1-400 aminoacidos, hPTP1B1.400). Los compuestos 1-4 son dimeros
asimétricos de fenalenonas heptaciclicas. Estos constan de una unidad de isocumarina y una unidad
de dihidroisocumarina, y son biosintetizados por hongos de los géneros Penicillium y Talaromyces.’
En un estudio subsecuente, Aguilar-Ramirez reportd el aislamiento de dos derivados metoxilados de
1, los productos 5y 6y la sintesis parcial de nueve azafenalenonas (7-15), asi como su potencial
inhibitorio frente a la proteina hPTP1B1.400. L0Os resultados de este trabajo evidenciaron que el
reemplazo de la funcién lactona por una lactama con anilinas sustituidas en la unidad de isocumarina
y la eliminacién de metanol a partir del esqueleto base, incrementan la actividad frente a hPTP1B;-

8
400.



Con base en estos hallazgos, el presente trabajo describe la sintesis parcial de 11 azafenalenonas (16-
26) basadas en duclauxina (1) que incorporan sustituyentes aromaticos con diferentes propiedades
quimicas para la generacion de duclauxamidas inhibidoras de la enzima hPTP1B;.40. Las moléculas
sintetizadas presentaron valores de Clso en la inhibicion de la hPTP1B1.400 €n el rango de 9.3 uM a
78.4 UM, y con porcentajes de inhibicién que van del 60 al 80%. De esta serie de analogos, los
productos mas activos fueron aquellos en los que se elimina metanol para formar un doble enlace
entre los carbonos C-7 y C-8 y estan acoplados con una anilina sustituida en posicion para con un

grupo polarizable y voluminoso, por ejemplo, el hibrido de p-bromoanilina con duclauxina (17).



2. Antecedentes

2.1.Proteina Tirosina Fosfatasa 1B (PTP1B): generalidades
La fosforilacion y desfosforilacion son mecanismos bien conocidos por modular una gran cantidad
de eventos biolégicos clave.® Las proteinas fosfatasas (PTP’s) son enzimas que catalizan la
desfosforilacién de residuos de tirosina, mientras que las proteinas tirosina cinasas fosforilan residuos
de tirosina; en conjunto, estas enzimas son de suma importancia para la regulacion de los eventos de
sefializacion que mantienen la homeostasis celular'® y su desregulacion impacta en la patogenia de
varias enfermedades humanas, incluido el cancer, la diabetes y algunos trastornos inmunolégicos.*
Entre varios miembros pertenecientes a la familia de PTP’s, la PTP1B se ha convertido en uno de los
blancos méas prometedores frente a la DMTII, por su participacién en la desfosforilacién del receptor
de insulina (IR). La sobreexpresion de ésta disminuye la fosforilacion del IR, contribuyendo a la
aparicion de obesidad y diabetes.!!
La PTP1B es una proteina de 435 aminoacidos (aa) de aproximadamente 50 kDa.!? Su estructura
consiste en un dominio catalitico N-terminal seguido de dos motivos ricos en prolina en tindem que
permiten la interacciéon con proteinas que contienen el dominio SH3.* PTP1B se expresa
ampliamente y contiene un pequefio segmento hidrofébico que es necesario y suficiente para localizar
la enzima en el reticulo endoplasmico (RE). La escision de este fragmento libera la enzima del RE y
aumenta su actividad, sugiriendo que la localizacion subcelular regula la accesibilidad de PTP1B a
sus sustratos de manera espacial y temporal.12 1415
Como todos los miembros de la familia PTP, el dominio catalitico de la PTP1B alberga varios motivos
conservados. El sitio activo de la PTP1B consiste de los residuos Hisz14-Argz.1 que conforman el asa
PTP e incluye a la cisteina catalitica Cys.is; arriba de ésta, cerrando el bolsillo de union, esté el asa
WPD conformada por los residuos 177-188, destacando los aminoéacidos Trpize, Proiso y Aspisi por
su participacion durante la hidrélisis.*> ¢ En la forma inactiva de la enzima, el asa WPD suele estar
en una conformacion “abierta”, que se tuerce sobre el residuo activo Cyszis tras la union del sustrato
(pTyr), dando origen a la conformacioén “cerrada” y a la activacion de la proteina.tt 12 617 Djversos
estudios, tanto tedricos como experimentales han demostrado que el cierre del asa WPD es un evento
esencial en el mecanismo catalitico de PTP1B.*> 18 E| asa Q contiene un residuo de glutamina
(Gluzs2) esencial para la catélisis y el asa SBL (substrate-binding loop) que define la profundidad y
selectividad del sitio catalitico (Figura 1A).1% 12
Los motivos del dominio catalitico de la PTP1B actGan en coordinacién durante el proceso catalitico.
El asa PTP contiene la cisteina catalitica que es responsable de ejecutar el ataque nucleofilico en el

grupo fosfato del sustrato. EI segundo paso en la reaccion es llevado a cabo por el asa WPD, que es



flexible y permite que el sitio activo tome una conformacién abierta o cerrada.* En su conformacion
abierta, el motivo WPD deja accesible el sitio catalitico al sustrato y una vez que se une el sustrato el
motivo WPD se cierra y acerca el residuo de aspartato (Aspisi) para la catélisis. El Gltimo paso en la
reaccion involucra al asa Q, donde el residuo de glutamina (Qazs2) Y el residuo de aspartato del asa
WPD actlian conjuntamente para hidrolizar el intermediario fosfato-cisteina con la ayuda de una

molécula de agua liberando finalmente el fosfato del sitio activo (Figura 1C).12 1719, 20
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Figura 1. A, B) Dominios estructurales y C) mecanismo catalitico de hidrolisis en la proteina tirosina fosfatasa
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2.2. Importancia de la PTP1B en el tratamiento de la DMTII
Ningun farmaco disponible actualmente es capaz de imitar la accién de la insulina fisioldgica. Por
ello, la busqueda de nuevas moléculas antidiabéticas eficaces sigue siendo un desafio importante. En
este contexto, las PTP’s y en especifico la PTP1B, es considerada como uno de los blancos més
importantes para tratar la DMTI1.2* Diversos estudios han demostrado que esta proteina regula de
forma negativa la sefializacién de la insulina, a través de la desfosforilacion del receptor de insulina
(IR) y sustratos del receptor de insulina (IRS).?! La insulina es secretada por las células  pancreaticas,
ademas de que favorece el metabolismo de carbohidratos y lipidos en el higado, el musculo
esquelético y el tejido adiposo.?! La insulina regula la homeostasis de la glucosa a través de una red
de sefializacion compleja e integrada. La sefializacion de la insulina se realiza a través de mdaltiples
vias que acttan en diferentes pasos de trafico de vesiculas para distribuir el transportador de glucosa-

4 (GLUT4) y mejorar la captacion de glucosa en las células grasas y musculares (Figura 2).22
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Figura 2. Rol de la enzima PTP1B en la sefializacion de insulina y leptina. Donde el receptor de insulina
fosforila varias proteinas sustrato que median el efecto de la hormona para la translocacion de los
transportadores de glucosa (GLUT-4), del citoplasma a la membrana plasmética. La enzima PTP1B desfosforila
estas proteinas evitando la translocacion de los transportadores GLUT-4. Tomado y editado de 2.

La creciente evidencia de estudios bioquimicos, genéticos y farmacolégicos apoyan el papel de esta

enzima como regulador negativo en la sefializacion tanto de insulina como de leptina. A continuacion,

se mencionan algunos de esos estudios y sus conclusiones:

La sobreexpresion de la PTP1B en cultivos celulares disminuy6 la fosforilacién estimulada
por insulina del IR y/o IRS-1, reflejandose en una reduccion de los efectos desencadenados
por la insulina; mientras que la reduccién en el nivel de PTP1B, por oligonucle6tidos
antisentido o anticuerpos neutralizantes, aumentd la sefializacion iniciada por dicha
hormona.tt

La administracién de inhibidores de PTP1B en ratones diabéticos normalizan la glucemia y
promueven la pérdida de peso corporal en ratones obesos. Los ratones que carecen de PTP1B
(PTP1B-/-) muestran una mayor sensibilidad a la insulina, con un aumento o prolongacién
de la fosforilacién de tirosina del IR en musculo e higado. 4

Estudios en ratones knockout (KO) PTP1B-/- sometidos a dietas altas en grasas presentan
niveles mas bajos de triglicéridos, respecto a la variedad silvestre. La pérdida de peso
asociada a la administracion de inhibidores de PTP1B esta directamente relacionada con el
gasto de energia y a una supresion de la ingesta de alimentos, debido a una mayor sensibilidad

a la hormona leptina.**- 4

En conjunto, los resultados de estos estudios han proporcionado una prueba sélida que valida la

hip6tesis de que la inhibicién de la PTP1B podria abordar tanto a la diabetes como a la obesidad, y

hacer de esta proteina un objetivo para el desarrollo de nuevos farmacos.



2.3.Modelos truncos de PTP1B y PTP1B1.400

La forma canonica de PTP1B (435 aminoéacidos) constituye la forma soluble en el ambiente celular,
mientras que en la mayoria de los estudios bioquimicos y biolégicos encaminados al descubrimiento
de inhibidores o a discernir el comportamiento bioquimico de la enzima se emplean modelos méas
cortos (de 282, 298 o 321 residuos), conduciendo a la pérdida de informacion valiosa sobre la
interaccion de ligantes con la enzima.® 12 16. 17,23

El modelo més completo de PTP1B con reporte de estructura cristalografica en el “Protein Data
Bank” (PDB) consiste en 321 aminoécidos (1PXH).2* Este ensamble alberga un sitio alostérico
ubicado a 20 A del bolsillo catalitico, en la interfaz conjunta de las hélices a-3 (residuos 189-201),
-6 (residuos 265-281) y a-7 (residuos 286-295) (Figuras 1Ay 1B).?* A pesar de que los modelos
truncos de PTP1B usados en los ensayos bioquimicos y de cribado de inhibidores de la enzima
albergan los motivos de mayor importancia para la catalisis, existen otras interacciones con
aminoacidos no incluidos en las regiones esenciales que son importantes para que la enzima lleve a
cabo la desfosforilacion.*? Algunos ejemplos incluyen los residuos Lysizo, GInzsz, Valsg, Argaz, Pheiss
y Tyrss, aminoacidos que contribuyen considerablemente al reconocimiento del sustrato peptidico
mediante una combinacién de interacciones electrostaticas, hidrofébicas y de enlaces de hidrégeno.
Estas evidencias, sumadas a los hallazgos realizados por Tonks y colaboradores?® tras la expresion de
la hPTP1B:.400 humana, y el descubrimiento de un nuevo sitio de unién alostérico posicionado en el
dominio C-terminal intrinsecamente desordenado (residuos 301-400) de la proteina, en la hélice a-
9’ y un sitio extendido que incorpora la hélice a-7 y los residuos 299, 310 y 311, han motivado la
busqueda de inhibidores alostéricos de esta enzima.?®

Interesantemente, los modelos de hPTP1B truncados y hPTP1Bi.400 presentan comportamientos
bioguimicos diferentes cuando se enfrentan a inhibidores en ensayos in vitro. Por ejemplo, el acido
ursélico, un inhibidor competitivo de los modelos truncos de la enzima se comporta como un
inhibidor no competitivo de la enzima de cadena completa, sugiriendo que el uso de modelos
truncados de la proteina en programas de descubrimiento de farmacos puede conducir a la pérdida de
informacién valiosa sobre el mecanismo de inhibicion de un ligando y por lo tanto, a la interpretacion

erronea de resultados.5 1623

2.4.Inhibidores de PTP1B

2.4.1. Inhibidores de PTP1B trunca
La gran mayoria de los inhibidores que se han desarrollado para la PTP1B son para los modelos
truncos, e incluyen los ligandos que se unen al dominio catalitico de forma similar y no similar al

sustrato y moléculas que interactdan con el sitio alostérico.?® Los inhibidores alostéricos pueden
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bloguear a laPTP1B en su conformacidn abierta y previenen su conversion a la conformacion cerrada,
que es esencial para la hidrélisis del sustrato.!® El cierre del asa WPD, en parte, es el resultado de una
serie extensiva de interacciones de enlaces de hidrogeno entre las hélices a-7, a-3 y a-6. Los
inhibidores alostéricos bloguean estas interacciones colocandose ellos mismos entre estas hélices.’
Estudios de dindmica molecular han demostrado que la hélice a-7 limita el movimiento de la hélice
a-3 y facilita la dinamica del asa WPD.12 1724

A la fecha se han descubierto y desarrollando mas de 300 inhibidores de modelos truncos de PTP1B*
(PTP1Bi-297, PTP1B1.300, PTP1B1.321),'! incluyendo productos naturales, derivados semisintéticos y
productos de sintesis total (Figura 3).

Al menos ocho de estos inhibidores de modelos truncos de PTP1B han Ilegado a pruebas clinicas, sin
embargo, varios de ellos han sido descontinuados.® El ertiprotafib, por ejemplo, era considerado
como un inhibidor efectivo de la PTP1B; lleg6 a fase clinica 2, pero en 2002, la baja eficacia del
producto derivada del efecto indeseado que causa la agregacion de la enzima en ensayos in vitro
descarté la molécula de mas pruebas.® El producto JTT-551, que como inhibidor era prometedor, se
descontinu6 en  2007.2  Finalmente, los derivados de 1,1-diéxido-5-(naftalen-2-il)-1,2,5-
tiadiazolidin-3-ona, de los cuales se desarroll6 una patente como inhibidores de PTP1B, siguen siendo
evaluados en etapas clinicas.?" 28

A la fecha ninguno de los inhibidores de la PTP1B reportados ha sido aprobado por la FDA, ya que

la mayoria de ellos sufren de escasa selectividad y propiedades farmacocinéticas no deseadas.?’
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Figura 3. Inhibidores destacados de PTP1B de origen natural (verde), semisintético (azul) y sintético (naranja).
En paréntesis se indica la Clso expresada en pM.



analogo de tetrazol

JTT-551 (0.2) 57)

KQ-791 (0.2) dimero de indol (2.1)

1,1-dioxido-5-(naftalen-2-il)-1,2,5-
tiadiazolidin-3-ona (0.01-0.1)
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(azul) y sintético (naranja). En paréntesis se indica la Clso expresada en pM.
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2.4.2. Inhibidores de PTP1B de cadena completa
La PTP1B de cadena completa aloja un sitio alostérico en el segmento C-terminal no catalitico de la
proteina.?* Esta caracteristica ha permitido desarrollar investigacion conducente al desarrollo de
inhibidores especificos de hPTP1B1.405.2 Algunos ejemplos de inhibidores de PTP1B de cadena
completa son la trodusquemina®® (un producto natural) y su derivado semisintético DPM-1001,% en
el que se reemplaza la cola de espermina en la posicién C-3 por el grupo N*-(piridin-2-ilmetil)butano-
1,4-diamina y el grupo sulfato en C-24 por un éster metilico con respecto al compuesto base.® Los
estudios de inhibicion de DPM-1001 con el modelo trunco y de cadena completa de la enzima,
evidenciaron que este compuesto presenta mejor actividad frente a hPTP1Bi.405 (Clso = 0.1 uM) vs.
hPTP1Btunca (Clso = 4.0 uM).>2° Ambos productos, la trodusquemina y DPM-1001 han llegado a
fases clinicas, sin embargo, el producto natural fue descontinuado por presentar efectos secundarios

severos.?
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Recientemente, en nuestro grupo de trabajo se logré expresar y purificar la proteina hPTP1B1.400 €n
Escherichia coli, y se desarroll6 un método espectrofotométrico para evaluar la actividad como
inhibidores de esta proteina de extractos organicos y compuestos puros de origen flngico.®

Los resultados de estas investigaciones han conducido al aislamiento de algunos nucleos estructurales
con actividad promisoria como inhibidores de la enzima hPTP1Bi.40, algunos ejemplos son las
butirolactonas, obtenidas de Aspergillus terreus,® la xanthopoecina de Penicillium sp.® y las
fenalenonas diméricas duclauxina (1), talaromycesona B (2), xenoclauxina (3) y la bacillispororina F
(4).5 Los productos 1-4 inhibieron la actividad enzimética de la hPTP1B;.400 de manera dependiente
de la concentracion con valores de Clso de 12.7, 82.1, 21.8 y 13.4 uM, respectivamente.® La
interaccién de 1 con hPTP1Bi.400, €l probable sitio de union y el mecanismo de inhibicion se
determinaron empleando experimentos de apagamiento de la fluorescencia intrinseca de la proteina,
estudios de acoplamiento molecular y ensayos de cinética enzimatica. En conjunto, estos resultados
demostraron que 1 induce cambios conformacionales en la proteina, que afectan directamente su

actividad, sugiriéndose que duclauxina (1) se comporta como un modulador alostérico de la proteina.®

2.5. Duclauxinas

Las duclauxinas son un grupo de compuestos diméricos heptaciclicos formados por dos fenalenonas.
Estos compuestos constan de una unidad de isocumarina y una unidad de dihidroisocumarina, y son
biosintetizados generalmente por hongos de los géneros Penicillium y Talaromyces.” Estos
metabolitos exhiben actividades bioldgicas notables, entre las que destacan su potencial citotéxico,*
antitumoral,®® antibacterianos,® antipaltdico,® y de inhibicién enzimatica,** proyectandose como
candidatos idéneos para el desarrollo de compuestos con aplicacion en la industria agricola y en
medicina.’

Derivado de los resultados de inhibicion enzimética de duclauxina (1) frente @ hPTP1B1.400, €n UN
estudio subsecuente, Aguilar-Ramirez report6 el aislamiento de dos metabolitos fungicos (5y 6) y la

sintesis parcial de nueve azafenalenonas (7-15), asi como su potencial inhibitorio frente a la proteina



hPTP1B1.400 (Figura 4).% Los resultados de este trabajo evidenciaron que el reemplazo de la funcién
lactona por una lactama con sustituyente aromatico en la unidad de isocumarina y la eliminacion de
metanol a través de un mecanismo de tipo E1cB a partir del esqueleto base, incrementan la actividad
frente a hPTP1B1.400.2
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Figura 4. Derivados de duclauxina (1) aislados y semisintetizados por Aguilar-Ramirez y su actividad frente a
hPTP1B1.400. En paréntesis se indica la Clsp expresada en pM.

2.6. Semisintesis
Los productos naturales son considerados un gran recurso para el descubrimiento de nuevos farmacos,
debido a la amplia variedad de arreglos estructurales y grupos funcionales, el elevado nimero de

centros estereogénicos y el contenido de heteroatomos, caracteristicas que les confieren la propiedad
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de interaccionar con numerosas macromoléculas y en algunos casos, estas interacciones se proyectan
como actividades biolégicas y farmacoldgicas.®® Estas sustancias, también conocidas como
metabolitos secundarios o especializados, han sido utilizadas en la medicina humana y animal por
milenios. Una revisién realizada por Newman y Cragg Yy publicada en el Journal of Natural Products
en 2020 reportd que en el periodo comprendido de 1981 a 2019 se aprobaron 1394 nuevos
medicamentos, de los cuales el 5.1% son productos naturales, 25.5% son derivados de productos
naturales y 19.5% son compuestos obtenidos por sintesis, pero que contienen un farmacoforo de
producto natural, sumando un 51.1% (713) de moléculas aprobadas para uso en medicina humana
procedentes de productos naturales.®

Si bien, los productos naturales contribuyen de manera importante al descubrimiento de nuevos
farmacos, generalmente estos presentan limitaciones que no les permiten ser empleados de forma
directa como farmacos.®” Algunas de estas restricciones son la baja solubilidad o la inestabilidad
quimica y las estructuras de alto peso molecular que rompen la regla de Lipinski.*” Esta regla expresa
el hecho conocido de que la biodisponibilidad oral supone un balance entre la solubilidad acuosa del
compuesto activo y su habilidad para difundir pasivamente a través de diferentes tipos de membranas
bioldgicas.® %

En el caso de los productos naturales que presentan una actividad promisoria pero que tienen
propiedades farmacocinéticas deficientes, se plantea como opcién recurrir a la preparacion de
derivados semisintéticos, con la intencion de aumentar la actividad y selectividad, mejorar la
solubilidad y la propiedad de particion, aumentar la estabilidad metabdlica y quimica, eliminar o
atenuar la toxicidad y reacciones adversas, ademas de obtener novedad y propiedad intelectual.* %
Por lo tanto, la semisintesis es la herramienta de primera eleccién para incrementar la diversidad
estructural y mejorar las propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas.* *

Las estrategias semisintéticas inician con la seleccién de una molécula bioactiva, subsecuentemente,
se realizan modificaciones simples en los esqueletos y se evallan nuevamente las propiedades
biolégicas para determinar el impacto de las transformaciones. Actualmente, esta estrategia se apoya
de métodos computacionales como el acoplamiento molecular para dirigir la obtencidn de moléculas
con mejores propiedades farmacoldgicas, disminuyendo significativamente los costos en la obtencion
de la molécula lider.*

Las modificaciones mas comunes en esqueletos de productos naturales incluyen aquellas dirigidas a
aumentar la lipofilicidad de la molécula inicial a través de la incorporacion de fragmentos que
incrementen esta propiedad.*! Otras estrategias que han contribuido de manera importante a la

solucion de estos problemas se basan en la incorporacion de hal6genos e incluso la reduccién de la
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complejidad estructural de tan sofisticadas entidades quimicas, a través de la eliminacion de
fragmentos innecesarios para su bioactividad.®’

De acuerdo con la revision de Newman y Cragg, entre enero de 1981 y septiembre de 2019,% la FDA
habia aceptado un total de 356 derivados de productos naturales (usualmente derivados
semisintéticos). Destacando aquellos empleados para el tratamiento de infecciones bacterianas (78),
anticancerigenos (43), antidiabéticos (8), antiglaucoma (6), antiinflamatorios (13), antiparasitarios
(7), antitrombéticos (5), antiulcerosos (12), antivirales (6), reguladores del metabolismo de calcio (8),
hormonas (10), anticonceptivos (10), terapias de reemplazo hormonal (8), antialérgicos (4),
antiartriticos (4), antihiperprolactinemia (4), esclerosis multiple (4), relajantes musculares (4),
vasodilatadores (3), inhibidores de la agregacion plaquetaria (3), osteoporosis (3), nootropicos (3),
inmunosupresores (3), cardiotonicos (3), antipsoriaticos (3), antifungicos (3), antihistaminicos (3),
analgésicos (2), antiepilépticos (2), antihipertensivos (2), broncodilatadores (2), inmunoestimulantes
(2), tratamientos para sindrome de intestino irritable (2), vulneraria (2), degradacion macular (1),
inmunomodulador (1), hipocolesterolemiante (1), antiobesidad (1), antinarcolépticos (1), antidotos
(1), antidepresivos (1), y tratamiento para las enfermedades de Parkinson (1), Gaucher (1) y
Alzheimer (1), Figura 5.%
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Figura 5. Numero de farmacos (derivados semisintéticos) aprobados por la FDA de 1981-2019, organizados
por padecimiento.

Algunos ejemplos selectos de estas moléculas incluyen la ceftazidima, plazomicina y roxitromicina,
el antifungico acetato de caspofungina, el antiviral oseltamivir, el antiparasitario artemeter, los
anticancerigenos alitretinoina, cabazitaxel, temsirolimus y teniposido, el antidiabético miglitol, y el

fingolimod, el primer tratamiento oral para la esclerosis multiple (Figura 6).%
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Figura 6. Estructuras selectas de farmacos usados en la terapéutica contemporanea obtenidos por
semisintesis.

13



3. Justificacion

La DMTII es el tipo de diabetes mas comun y actualmente es considerada como uno de los problemas
de salud publica méas importantes tanto a nivel global como en México. Este padecimiento afecta
significativamente la calidad de vida y tiempo de vida productiva de las personas que la padecen.® 2
En 2021, se estimd que en México existian 14.1 millones de mexicanos diagnosticados con esta
enfermedad; esto ocasiond que en 2022 fuera la tercera causa de muerte en el pais y la primera en
pérdida de afios saludables. Estas cifras ponen de manifiesto la importancia de la bldsqueda de
farmacos para el tratamiento de este padecimiento, actividad que ha recobrado importancia en los
ultimos afios, por el incremento en el nimero de casos que aumenta a gran velocidad, estimando que
para 2045 el nimero de diabéticos aumente a 21.2 millones.!

Con este propdsito se han validado distintos blancos moleculares, entre los que destaca la enzima
PTP1B. Esta proteina ha tomado gran interés ya que se ha demostrado su papel como regulador
negativo en la sefalizacién de la insulina y de la leptina, sin embargo, los inhibidores mas
prometedores en la investigacién no han superado las fases clinicas ya sea por su falta de potencia o
baja selectividad. No obstante, ain con los muchos avances que se han logrado en la busqueda de
inhibidores de PTP1B, alin no hay un compuesto que haya sido exitoso y esté basado en este blanco
molecular; pues si bien existen muchos inhibidores, tanto sintéticos como de origen natural, la
mayoria no son completamente eficaces y/o seguros, por lo que continda la bisqueda de nuevos
farmacos con menos efectos adversos, mas selectivos y eficaces para tratar esta enfermedad.

Cabe mencionar que varios de los inhibidores que se han descubierto para este blanco molecular, son
productos naturales de origen vegetal, algas marinas, hongos microscopicos, etc. Esta informacion
subraya el hecho de que los productos naturales son una fuente valiosa para el descubrimiento de
farmacos novedosos. Adicionalmente, los programas enfocados en el descubrimiento de inhibidores
de la PTP1B generalmente emplean modelos truncos de la enzima, conduciendo a la pérdida de
informacién importante en relacion con el modo de inhibicidn y selectividad de los ligantes.

La semisintesis ha sido de gran utilidad para aumentar la potencia, selectividad, solubilidad, mejorar
la propiedad de particion, aumentar la estabilidad metabdlica y quimica, modular otros parametros
farmacocinéticos, eliminar o atenuar la toxicidad y las reacciones adversas, asi como para obtener
novedad y propiedad intelectual de sustancias activas. De hecho, del total de fA&rmacos aprobados por
la FDA entre 1981y 2019, el 25.5 % son derivados semisintéticos.

Anteriormente, la duclauxina (1) y derivados tanto naturales como semisintéticos se describieron
como inhibidores de una PTP de cadena completa (hPTP1B1.400). Un estudio de relacion estructura-

actividad demostro que el reemplazo de la funcion lactona por una lactama con sustituyente aromatico
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en la unidad de isocumarina y la eliminacion de metanol del tipo E1cB a partir de la molécula base
incrementan la actividad frente a hPTP1B1.400.

Con base en las consideraciones anteriores, el objetivo general del presente trabajo consistio en
sintetizar 11 azafenalenonas (16-26) basadas en duclauxina (1) que incorporan sustituyentes
aromaticos con diferentes propiedades quimicas para la generacion de duclauxamidas inhibidoras de
la enzima hPTP1B1.400.
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4. Obijetivos

4.1.0bjetivo general

Tomando a duclauxina (1) como prototipo estructural y con el uso de acoplamiento molecular,

explorar el impacto de incorporar sustituyentes aromaticos con diferentes propiedades quimicas para

la generacién de duclauxamidas inhibidoras de la enzima hPTP1B1-4o.

4.2.0bjetivos particulares

Emplear estudios de acoplamiento molecular (docking) para dirigir la sintesis de
azafenalenonas basadas en duclauxina con potencial inhibitorio frente a la enzima hPTP1B;-
400-

Realizar la sintesis parcial de azafenalenonas basadas en duclauxina (1), empelando una
reaccion de acoplamiento entre duclauxina (1) y anilinas sustituidas.

Obtener y confirmar la identidad quimica de las azafenalenonas semisintétizadas empleando
métodos cromatograficos convencionales (HPLC-semipreparativo), asi como métodos
espectroscopicos (1D y 2D-RMN) y espectrométricos (EM-AR).

Evaluar la actividad (Clso) de las azafenalenonas semisintétizadas frente a la enzima
hPTP1B1.-400.

Estudiar las caracteristicas estructurales y biodinamicas para determinar una relacion

estructura-actividad inhibitoria frente a la enzima hPTP1B1.400.
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5. Metodologia

5.1. Anélisis cromatograficos
Los andlisis de cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) se realizaron en un cromatografo
Waters® equipado con un detector UV de arreglo de fotodiodos (PDA- 2998) acoplado a un detector
evaporativo de dispersion de luz (ELSD-2424). Los anélisis se realizaron en una columna
Phenomenex® (PFP, 5 um, 4.6 x 250 mm) y los aislamientos de los compuestos en una columna
semipreparativa Phenomenex® (PFP, 5 um, 10.0 x 250 mm). Como fase movil se usaron distintos
gradientes de elucion de agua acidificada (al 0.1% con acido férmico) con MeCN. Las corridas
analiticas se realizaron inyectando 10 pL de muestra a una concentracién de 5 mg/mL y empleando
un automuestreador (Waters 2707) a un flujo de 1 mL/min. Los fraccionamientos semipreparativos
se hicieron usando el mismo equipo acoplado a un colector de fracciones (WFCIII), configurado para
colectar fracciones de 2.3 mL a un flujo de 4.6 mL/min. Todos los cromatogramas se registraron a
una longitud de onda de 254 nm. Los datos se adquirieron y procesaron usando el software Empower,
version 3.0 (Waters®).

5.2. Determinacion de constantes fisicas, espectroscopicas y espectrométricas
Los espectros de RMN se registraron en alguno de los siguientes equipos: Bruker Avance Il a 500
(*H) y 125 (*3C) MHz; Bruker Avance Il a 400 (*H) y 100 (*3C) MHz, utilizando CDCl3; como
disolvente. Los desplazamientos quimicos se registraron en ppm (8). Los espectros de masas se
obtuvieron por la técnica de analisis directo en tiempo real (DART) en un espectrometro de masas
Jeol JIMS-T100LC AccuTOF y/o por Jet Stream Technology empleando un equipo Q-TOF (modelo
G6530BA).

5.3. Estudios de acoplamiento molecular (Docking)
La estructura proteica empleada en este trabajo corresponde al modelo homologado de hPTP1Bi.400
descrito por Jiménez-Arreola y colaboradores en 2020.° Los archivos de la proteina adecuados para
estudios de acoplamiento molecular se prepararon asignando hidrégenos polares y cargas (de
Kollman), usando AutoDockTools (ADT) 1.5.6 y se almacenaron en formato .pdbgt para su uso en
las interfaces AutoGrid 4.0 y AutoDock 4.0 (http://autodock.scripps.edu/). Todos los compuestos
estudiados se construyeron en ChemDraw 18 y optimizaron en Spartan”10 con un campo de fuerza
semiempirico (AML1). Los ligandos se prepararon con la adicion de hidrégenos no polares y la
asignacion de cargas atomicas de Gasteiger-Marsilli en la interfaz grafica ADT 1.5.6. de Autodock
4.0
La prediccion de las conformaciones mas favorables de interaccion proteina-ligante se realizo

empleando un algoritmo Genético Lamarckiano (LGA). Los estudios de acoplamiento molecular
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ciego para cada ligando se realizaron en una rejilla (grid) de busqueda de 126 x 126 x 126 puntos

(con 0.5 A de separacion) centrados en la proteina. Todas las simulaciones se realizaron con un LGA

y 100 corridas. Los resultados se analizaron en ADT 1.5.6, PyMOL 2.4.0 y Drug Discovery Studio.?
5.4. Sintesis parcial de analogos de duclauxina (1)

Distintas cantidades de duclauxina (1) (~85 % de pureza, determinada por CLAE) se hicieron

reaccionar en DMSO, a temperatura ambiente y en agitacion constante durante ~24 horas, con un

equivalente de diversas anilinas que incorporan sustituyentes aromaticos con diferentes propiedades

quimicas para la generacion de las duclauxamidas 16-26, de acuerdo con el esquema 1.

O OH

10

‘\OMeO 1 eq. R-NH,

° 0-X DMSO, TEA,
. 24 h
(0] (6]
HO' 10
1 16, 21, 24 17-20, 22, 23y 25
R R

Br N
Br _0O
S)
3 -
18 oA f 23 ©\

19 oy 24

26

SR

Esquema 1. Estrategia semisintética empleada para la obtencion de las azafenalenonas 16-26. Duclauxamidas
A (16, 21y 24), duclauxamidas B (17-20, 22, 23 y 25).
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5.5. Purificacion de derivados semisintéticos de duclauxina (16-26)

5.5.1. Semisintesis, aislamiento y purificacion de 16

Aproximadamente 5 mg de duclauxina (1) se hicieron reaccionar con 1.8 mg de p-bromoanilina en
DMSO a temperatura ambiente y en agitacion constante durante 24 horas. Los productos de reaccion
se purificaron por CLAE en modalidad semipreparativa (Figura 7), haciendo dos inyecciones de 90
uL, utilizando como fase estacionaria una columna Phenomenex® (PFP) y como fase mévil un
gradiente de 60%—80% de MeCN/agua acidificada (al 0.1% de acido férmico) en 30 minutos. Este

procedimiento permitio el aislamiento y purificacién del producto 16 (2.0 mg; tr 11.0 min).
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Figura 7. Cromatograma de la purificacion de 16. Columna Phenomenex® PFP (5 um, 10.0 x 250 mm). Fase
movil: Gradiente de 60%—80% de MeCN en agua acida (0.1% de &cido férmico) en 30 minutos.

5.5.2. Semisintesis, aislamiento y purificacion de 17

Aproximadamente 7.6 mg de 1 se hicieron reaccionar con 2.4 mg de p-bromoanilina en DMSO con
10 uL de trietilamina a temperatura ambiente y en agitacién constante durante 24 horas. Los
productos de reaccion se purificaron por CLAE en modalidad semipreparativa (Figura 8), haciendo
una inyeccion de 200 uL, utilizando como fase estacionaria una columna Phenomenex® (PFP) y
como fase movil una mezcla binaria de MeCN/agua acidificada (al 0.1% de acido férmico) en
gradiente de 60%—70% de MeCN durante 30 minutos. Este fraccionamiento condujo al aislamiento

y purificacion de 17 (2.5 mg; tg 24.7 min).
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Figura 8. Cromatograma de la purificacion de 17. Columna Phenomenex® PFP (5 pm, 10.0 x 250 mm). Fase
movil: Gradiente de 60%—70% de MeCN en agua acida (0.1% de acido férmico) en 30 minutos.

5.5.3. Semisintesis, aislamiento y purificacion de 18
Aproximadamente 20.2 mg de duclauxina (1) se hicieron reaccionar con 10.7 mg de o-nitroanilina en
DMSO con 10 pL de trietilamina a temperatura ambiente y en agitacion constante durante 24 horas.
Los productos de reaccion se purificaron por CLAE en modalidad semipreparativa (Figura 9),
haciendo dos inyecciones de =90 uL, utilizando como fase estacionaria una columna Phenomenex®
(PFP) y como fase moévil una mezcla binaria de MeCN/agua acidificada (al 0.1% de &cido férmico):
en gradiente de 50%—85% de MeCN durante 30 minutos. Este fraccionamiento condujo al

aislamiento y purificacion de 18 (3.9 mg; tg 18.6 min).
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Figura 9. Cromatograma de la purificacion de 18. Columna Phenomenex® PFP (5 um, 10.0 x 250 mm). Fase
movil: Gradiente de 50%—85% de MeCN en agua acida (0.1% de acido férmico) en 30 minutos.

5.5.4. Semisintesis, aislamiento y purificacion de 19

Aproximadamente 15.0 mg de duclauxina (1) se hicieron reaccionar con 9.0 mg de 4-amino-2-

nitrofenol en DMSO con 10 pL de trietilamina a temperatura ambiente y en agitacion constante
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durante 24 horas. Los productos de reaccion se purificaron por CLAE en modalidad semipreparativa
(Figura 10), haciendo tres inyecciones de ~90 uL, utilizando como fase estacionaria una columna
Phenomenex® (PFP) y como fase mdévil una mezcla binaria de MeCN/agua acidificada (al 0.1% de
acido formico) en gradiente de 50%—70% de MeCN durante 30 minutos. Este fraccionamiento

condujo al aislamiento y purificacién de 19 (3.3 mg; tg 21.3 min).
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Figura 10. Cromatograma de la purificacion de 19. Columna Phenomenex® PFP (5 um, 10.0 x 250 mm). Fase
movil: Gradiente de 50%—70% de MeCN en agua acida (0.1% de acido formico) en 30 minutos.

5.5.5. Semisintesis, aislamiento y purificacion de 20
Aproximadamente 17.6 mg de duclauxina (1) se hicieron reaccionar con 15.6 mg de o-yodoanilina
en DMSO con 10 uL de trietilamina a temperatura ambiente y en agitacion constante durante 24
horas. Los productos de reaccion se purificaron por CLAE en modalidad semipreparativa (Figura
11), haciendo dos inyecciones de =90 uL, utilizando como fase estacionaria una columna
Phenomenex® (PFP) y como fase mévil una mezcla binaria de MeCN/agua acidificada (al 0.1% de
acido formico) en gradiente de 50%—100% de MeCN durante 30 minutos. Este fraccionamiento

condujo al aislamiento y purificacién de 20 (2.9 mg; tr 17.9 min).
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Figura 11. Cromatograma de la purificacion de 20. Columna Phenomenex® PFP (5 pm, 10.0 x 250 mm). Fase
movil: Gradiente de 50%—100% de MeCN en agua acida (0.1% de acido formico) en 30 minutos.
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5.5.6. Semisintesis, aislamiento y purificacion de 21
Aproximadamente 24.3 mg de duclauxina (1) se hicieron reaccionar con 9.2 UL de m-cloroanilina en
DMSO a temperatura ambiente y en agitacion constante durante 24 horas. Los productos de reaccion
se purificaron por CLAE en modalidad semipreparativa (Figura 12), haciendo tres inyecciones de
~70 uL, utilizando como fase estacionaria una columna Phenomenex® (PFP) y como fase mavil una
mezcla binaria de MeCN/agua acidificada (al 0.1% de &cido formico) y un gradiente de 70%—100%
de MeCN durante 30 minutos. Este fraccionamiento condujo al aislamiento y purificacion de 21 (13.0

mg; tr 8.6 min).
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Figura 12. Cromatograma de la purificacion de 21. Columna Phenomenex® PFP (5 um, 10.0 x 250 mm). Fase
movil: Gradiente de 70%—100% de MeCN en agua acida (0.1% de acido formico) en 30 minutos.

5.5.7. Semisintesis, aislamiento y purificacion de 22

Aproximadamente 20.9 mg de duclauxina (1) se hicieron reaccionar con 10.4 mg de p-anisidina en
DMSO con 10 pL de trietilamina a temperatura ambiente y en agitacion constante durante 24 horas.
Los productos de reaccion se purificaron por CLAE en modalidad semipreparativa (Figura 13),
haciendo tres inyecciones de ~90 pL, utilizando como fase estacionaria una columna Phenomenex®
(PFP) y como fase mdvil una mezcla binaria de MeCN/agua acidificada (al 0.1% de acido férmico)
y un método de 70% de MeCN durante 30 minutos. Este fraccionamiento condujo al aislamiento y
purificacion de 22 (9.1 mg; tz 10.9 min).
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Figura 13. Cromatograma de la purificacion de 22. Columna Phenomenex® PFP (5 pm, 10.0 x 250 mm). Fase
movil: Método isocratico de 70% de MeCN en agua acida (0.1% de acido férmico) por 30 minutos.

5.5.8. Semisintesis, aislamiento y purificacion de 23
Aproximadamente 24.0 mg de duclauxina (1) se hicieron reaccionar con 7.5 pL de anilina en DMSO
a temperatura ambiente y en agitacion constante durante 24 horas. Los productos de reaccion se
purificaron por CLAE en modalidad semipreparativa (Figura 14), haciendo tres inyecciones de ~80
uL, utilizando como fase estacionaria una columna Phenomenex® (PFP) y como fase movil una
mezcla binaria de 70% de MeCN/agua acidificada (al 0.1% de &cido férmico) por 30 minutos. Este

fraccionamiento condujo al aislamiento y purificacién de 23 (10.2 mg; tr 10.6 min).
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Figura 14. Cromatograma de la purificacion de 23. Columna Phenomenex® PFP (5 pm, 10.0 x 250 mm). Fase
movil: Método isocratico de 70% de MeCN en agua acida (0.1% de acido férmico) por 30 minutos.

5.5.9. Semisintesis, aislamiento y purificacion de 24

18.2 mg de duclauxina (1) se hicieron reaccionar con 13.3 mg de p-toloudina en DMSO a temperatura

ambiente y en agitacion constante durante 24 horas. Los productos de reaccion se purificaron por
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CLAE en modalidad semipreparativa (Figura 15), haciendo tres inyecciones de ~80 uL, utilizando
como fase estacionaria una columna Phenomenex® (PFP) y como fase mévil una mezcla binaria de
MeCN/agua acidificada (al 0.1% de acido formico) y un gradiente de 70%—100% de MeCN durante

30 minutos. Este fraccionamiento condujo al aislamiento y purificacién de 24 (12.0 mg; tz 5.7 min).
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Figura 15. Cromatograma de la purificacion de 24. Columna Phenomenex® PFP (5 pm, 10.0 x 250 mm). Fase
movil: Gradiente de 70%—100% de MeCN en agua acida (0.1% de acido formico) en 30 minutos.

5.5.10. Semisintesis, aislamiento y purificacion de 25

Aproximadamente 24.8 mg de duclauxina (1) se hicieron reaccionar con 13.2 uL de o-fluroanilina en
DMSO a temperatura ambiente y en agitacion constante durante 24 horas. Los productos de reaccion
se purificaron por CLAE en modalidad semipreparativa (Figura 16), haciendo dos inyecciones de
~90 pL, utilizando como fase estacionaria una columna Phenomenex® (PFP) y como fase moévil una
mezcla binaria de MeCN/agua acidificada (al 0.1% de &cido férmico) y un gradiente de 80%—100%
de MeCN durante 30 minutos. Este fraccionamiento condujo al aislamiento y purificacion de 25 (2.6

mg; tr 6.0 min).
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Figura 16. Cromatograma de la purificacion de 25. Columna Phenomenex® PFP (5 pm, 10.0 x 250 mm). Fase
movil: Gradiente de 80%—100% de MeCN en agua acida (0.1% de acido formico) en 30 minutos.
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5.5.11. Semisintesis, aislamiento y purificacion de 26

Aproximadamente 23.9 mg de duclauxina (1) se hicieron reaccionar con 18.7 mg de clorhidrato de
éster etilico de L-fenilalanina en DMSO con 10 pL de trietilamina a temperatura ambiente y en
agitacion constante durante 96 horas. Los productos de reaccion se purificaron por CLAE en
modalidad semipreparativa (Figura 17), haciendo tres inyecciones de =65 uL, utilizando como fase
estacionaria una columna Phenomenex® (PFP) y como fase moévil una mezcla binaria de MeCN/agua
acidificada (al 0.1% de acido formico) y un gradiente de 70%—100% de MeCN durante 30 minutos.

Este fraccionamiento condujo al aislamiento y purificacion de 26 (0.8 mg; tr 7.5 min).
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Figura 17. Cromatograma de la purificacion de 26. Columna Phenomenex® PFP (5 pm, 10.0 x 250 mm). Fase
movil: Gradiente de 70%—100% de MeCN en agua acida (0.1% de acido formico) en 30 minutos.

5.6. Ensayo de inhibicion

El efecto de los compuestos semisintetizados sobre la actividad de la enzima hPTP1B1.400 S€ evalu
espectrofotométricamente en cajas de 96 pozos. Para los ensayos se us6 una soluciéon de hPTP1B1-400
3 UM y una solucidn de sustrato (pNPP) 30 mM en solucién amortiguadora 50 mM HEPES, pH 6.8,
100 mM NaCl y 1.5 mM DTT. Para cada compuesto puro se prepararon soluciones stock en DMSO
(1 mM) y posteriormente, alicuotas de 0, 2, 4, 6, 8 y 10 pL (por triplicado). Se incubaron por 10
minutos con 5 pL de una solucion enzimatica de hPTP1B1.400 (3 uM) en un volumen total de 90 pL.
Después de la incubacion se adicionaron 10 pL de la solucion de sustrato y se registré la primera
lectura de absorbancia (to) con un lector de placas Thermo Scientific® Multiskan FC (A = 405 nm).
Posteriormente, la mezcla de reaccion se incubd por 20 minutos a 37°C. Al término de este tiempo,
se tom6 una segunda lectura de absorbancia (tx). Para el control del equipo, asi como para la
adquisicion, el manejo y manipulacién de datos, se utilizo el software Skanlt, version 5.0. El

porcentaje de inhibicion se calculé tomando en cuenta la correccion por la absorbancia del blanco
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(enzima sin inhibidor) de acuerdo con la Ecuacion 1y se usé duclauxina (1) como control positivo.®

16, 23

A
%Inhibicion hPTP1B;_4¢ = (1 -

Ecuacion 1.

Donde Auost representa la absorbancia corregida de los compuestos puros (Aasostsina— Aagstinicia) Y A4osC
la absorbancia del blanco corregida (AaosCfina— AaosCinicial). La concentracion de compuesto puro
necesaria para inhibir el 50% de la actividad enzimatica (Clso) se calculé mediante una regresion no
lineal, empleando la ecuacién de union especifica con coeficiente de Hill en el software GraphPad
Prism 6.0.
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6. Resultados y discusion

El presente trabajo se desarrollé como parte de un proyecto de mayor alcance gue tiene como objetivo
principal el descubrimiento de moduladores alostéricos de la enzima hPTP1B1-400 a partir de hongos
microscopicos.® 1623

Previamente, Jiménez-Arreola y colaboradores reportaron la clonacion, expresion y purificacion de
la enzima hPTP1B1.400, asi como el desarrollo de un ensayo espectrofotométrico para el cribado de
mezclas complejas conducentes al descubrimiento de inhibidores de la proteina.® En este estudio se
identifico el extracto organico de la especie fungica Talaromyces sp. 1Q-313 (aislada de una muestra
de suelo de hormiguero colectada en la Huasteca Hidalguense) como una fuente promisoria de
sustancias capaces de inhibir la actividad fosfatasa de hPTP1B1.400.% Tras la aplicacion de distintas
metodologias convencionales de purificacion, principalmente cromatografia en columna abierta
(CCA) y cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) en su modalidad preparativa, se
lograron aislar las duclauxinas 1-4. Las duclauxinas son un grupo de compuestos diméricos
hetpaciclicos formados por dos fenalenonas.® 7 Estos compuestos constan de una unidad de
isocumarina y una unidad de dihidroisocumarina, y son generalmente biosintetizados por hongos de
los géneros Penicillium y Talaromyces.” La evaluacién de estas sustancias como inhibidores de
hPTP1B1-400 indicé que las sustancias inhiben la actividad de la enzima de manera dependiente de la
concentracion con valores de Clso en el rango de 12-90 uM, sugiriendo que pequefios cambios en la
estructura base del producto impactan considerablemente en la actividad.® Por otra parte, estudios de
cinética enzimatica concluyeron que por lo menos los compuestos 1 y 4 se comportan como
inhibidores mixtos de hPTP1B1-400, €5 decir, se unen tanto a la enzima libre como al complejo enzima
sustrato, a diferencia del acido ursélico (control positivo) que se comporta como un inhibidor no
competitivo de la proteina.® Ademas, en este trabajo de investigacion se postuld, a través de estudios
de acoplamiento y dindmica molecular, que los productos 1-4 se comportan como moduladores
alostéricos de la proteina, ya que se unen a la region desestructurada de la enzima (aminoéacidos 301-
400),5 provocando cambios conformacionales importantes que derivan en la inactivacion de la
macromolécula. Estos hallazgos se apoyaron en los resultados de un experimento de interaccion
ligante-proteina seguido por dicroismo circular, en el que se demostr6 que 1 se une a la proteina
modificando tanto su conformacién como su estructura secundaria.®

Motivados por la complejidad estructural de las sustancias 1-4, su potente actividad como inhibidores
de la enzima hPTP1B1.100 y SU mecanismo de accion, Aguilar-Ramirez aislo6 (a partir de un co-cultivo
hongo-hongo) y prepard (por medio de sintesis parcial) una serie de derivados de fenalenonas

analogas (5-15).5 8 Los derivados semisintéticos se prepararon considerando la reactividad del residuo
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de isocumarina frente a aminas primarias.*? Esta reaccion de acoplamiento fue motivada por el
descubrimiento de una serie de duclauxamidas®? a partir del hongo Talaromyces sp. en la que se
reemplaza la lactona del motivo de isocumarina por una lactama.*> La comparacion de los valores de
Clso de los productos 1-15 como inhibidores de hPTP1B1.400 mostraron una clara relacién estructura-
actividad entre las sustancias.® Por ejemplo, para los productos 6, 12-15 fueron hasta cinco veces mas
activos que duclauxina (1), mientras que para las sustancias 5, 8 y 9-11, las propiedades de inhibicién
se vieron disminuidas o incluso desparecieron. Estos resultados mostraron una buena correlacién con
los datos de afinidad obtenidos para este conjunto de moléculas a través de estudios de apagamiento
de la fluorescencia intrinseca de hPTP1Bj.400.2

En el trabajo realizado por Aguilar-Ramirez la correlacion estructura-actividad se explicé en funcion
de las interacciones supramoleculares entre los ligantes y la enzima, postuladas a través de estudios
de acoplamiento molecular (docking), ya que las sustancias mas activas se unen en la region
desestructurada de la proteina en una regién cercana al sitio alostérico, mientras que las sustancias
menos activas se unen en regiones del dominio N-terminal.® Otros descubrimientos importantes
presentados en este trabajo son aquellos que mostraron que los derivados que incorporan una anilina
sustituida en la estructura base de 1 y que eliminan metanol a partir de la sustancia de partida son los
mas afines y activos.® Este incremento en la inhibicién y afinidad se explic en términos del
incremento en la rigidez de las moléculas, que impactan directamente sobre su interaccion con el
blanco molecular.®

Con base en estos antecedentes, este trabajo consistid en sintetizar una serie de azafenalenonas
basadas en duclauxina (1) y evaluar su potencial como inhibidores de la enzima hPTP1Bi.40 in vitro,
con la finalidad de mejorar el potencial inhibitorio de 1, ademéas de incrementar la diversidad
estructural de este esqueleto carbonado.

El estudio comenz6 con la postulacién de una serie de posibles derivados de duclauxina (1) y la
prediccidn de su kq y probable sitio de union mediante estudios de acoplamiento molecular (docking),
empleando un protocolo previamente validado. Los criterios de seleccién de las moléculas a sintetizar
fueron: 1) los valores de energia libre de Gibbs (4G) predichas por docking que fueran menores a los
del compuesto 1 (-5.57 kcal/mol) y 2) la disponibilidad de la materia prima. El docking es una
herramienta computacional que permite proponer un modelo de acoplamiento entre un ligante y un
receptor.*® 4 Estas aproximaciones han sido ampliamente utilizadas en programas enfocados al
descubrimiento de compuestos de interés terapéutico y a la optimizacion de moléculas lider en el
proceso de desarrollo de farmacos, a través de estudios de relacién estructura actividad (SAR).** 4 Si
bien, estos algoritmos fueron desarrollados inicialmente para predecir la interaccion de

macromoléculas con moléculas pequefias, en la actualidad cubren un amplio abanico de aplicaciones,
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entre las que destacan la prediccion de efectos adversos, farmacologia, reposicionamiento de

farmacos y blsqueda de blancos moleculares para moléculas bioactivas.*

HO HO HO HO

16,AG =-5.76 17, AG =-5.91 18, AG =-6.35 19, AG =-6.47

HO HO HO
20, AG =-5.78 21,AG =-6.04 22,AG =-5.80 23, AG =-5.65
O OEt

HO
24, AG =-5.99 25, AG =-5.90 26,AG=-5.94

Figura 18. Azafenalenonas estudiadas por acoplamiento molecular seleccionadas para realizar su sintesis
parcial. Los valores de AG se expresan en kcal/mol.

Los resultados de las predicciones de union entre las moléculas postuladas y la enzima hPTP1B;.400
indicaron que las azafenalenonas 16-26 presentan valores de 4G ligeramente menores a los del
compuesto 1 (Figura 18) y se unen en la region desordenada del dominio C-terminal de la proteina
(Figura 19). Los resultados sugieren que estas sustancias se pueden comportar como moduladores
alostéricos de la enzima hPTP1Bi1.40 a través de la induccion de cambios conformacionales, ya sea

locales o globales, que afecten la flexibilidad de las asas PTP y/o con ello, su actividad catalitica.
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Figura 19. Modelos predichos por Autodock 4.0 para la interaccion de las azafenalenonas 16-26 con la enzima
hPTP1B1.400. Todos los compuestos se muestran en bastones de acuerdo con el siguiente codigo de colores. 16
(azul medio), 17 (azul marino), 18 (naranja), 19 (dorado), 20 (verde), 21 (cian), 22 (rosa claro), 23 (violeta), 24
(café), 25 (verde limén) y 26 (negro).

Los amino&cidos que conforman el sitio de union de los compuestos 16-26 incluyen aquellos con
cadenas laterales alifaticas, polares no cargadas, aromaticas y polares cargadas negativamente
(Figura 20). Los residuos que aparecen con mayor frecuencia en el reconocimiento molecular de 16-
26 con hPTP1B1.400 SoN la Lys116, los residuos del asa WPD Proigo, Aspis1, Pheisz Y Proags; el Trpsss
y la Prosgz. La interaccion de las moléculas sintetizadas con los aminoacidos del asa WPD soportan
la hipotesis de una modulacion alostérica, de manera similar a como se reportd para la naftopirona
dimérica xantopoecina,® un inhibidor mixto de hPTP1Bi4p que bloguea el asa WPD en su
conformacion cerrada, ya sea en ausencia o en presencia del sustrato, e impide el curso de la reaccion
de hidrolisis.® Las interacciones mas importantes involucradas en el reconocimiento molecular son
las de van der Waals, de tipo alquilo, n-alquilo, n-cation, apilamientos de tipo n-m, interacciones n-c,

enlaces de hal6geno, n-sulfuro y enlaces de hidrogeno (Figura 21).
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Figura 20. Aminoacidos concesos que participan en la interaccion de los productos 16-26 con hPTP1B1.400.
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Figura 21. Modelo estructural predicho por AutoDock 4.0 para la interaccion de los productos 16-26 (A-K,
respectivamente) con un modelo generado por homologia para la enzima hPTP1Bj.400.
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Figura 21 (Continuacidn). Modelo estructural predicho por AutoDock 4.0 para la interaccion de los productos
16-26 (A-K, respectivamente) con un modelo generado por homologia para la enzima hPTP1B1.400.
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Figura 21 (Continuacién). Modelo estructural predicho por AutoDock 4.0 para la interaccion de los productos
16-26 (A-K, respectivamente) con un modelo generado por homologia para la enzima hPTP1B1.400.

Con base en los resultados obtenidos de las predicciones de acoplamiento molecular, se
realizo la sintesis parcial de los productos 16-26 empleando la amina correspondiente y las
condiciones indicadas en el esquema 1. En el caso de los productos 16, 21 y 24, la reaccion
se llevo a cabo en dimetilsulfoxido (DMSO) a temperatura ambiente por 24 h, mientras que
los productos 17-20, 22, 23 y 25 se prepararon empleando las mismas condiciones de
reaccion mas trietilamina (TEA). Las condiciones de reaccion para la obtencion de 26 fueron
similares a las descritas previamente, con excepcion de la temperatura (60 °C) y el transcurso
de reaccion (96 h).

El mecanismo de reaccion propuesto para la obtencion de los productos involucra una
sustituciéon nucleofilica de la amina correspondiente al carbonilo en C-3 del residuo de
isocumarina, para generar el aminoisocromenol la. Posteriormente, la inestabilidad del
intermediario formado (1a) da origen a la oxopropanbenzamida 1b y subsecuentemente a 1c,
después de un ataque intramolecular de la amida al aldehido. Finalmente, la eliminacién de
agua a partir de 1c da origen a los derivados 16, 21 y 24 (Figura 22A).%? Los productos 17-
20, 22, 23 y 25 se obtienen tras la formacion de sus intermediarios correspondientes y la
posterior eliminacién de MeOH a través de una reaccion de tipo E1cB (reaccion de

eliminacion, Figura 22B).#647
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1d 17-20,22, 23y
25

Figura 22. A). Mecanismo de reaccion propuesto para la formacion de los derivados 16, 21y 24. B) Mecanismo
de reaccion propuesto para la formacién de los derivados 17-20, 22, 23 y 25 a partir del precursor
correspondiente.

Una vez obtenidos los productos de reaccion, se purificaron empleado CLAE-
semipreparativo. Todos los productos se caracterizaron por RMN de una (*H y *3C) y dos
dimensiones (HSQC y HMBC) y espectrometria de masas de alta resolucién (EM-AR).

A continuacion, se describe la elucidacion estructural de los productos de semisintesis. Para
su mejor comprension, el conjunto de moléculas se dividio en tres subconjuntos, el primero
integra los derivados 16, 21y 24, el segundo los productos 17-20, 22, 23y 25y el tercero al
producto 26.

Los compuestos 16, 21 y 24 se aislaron como solidos amarillos-naranjas. Su formula
molecular se determind por EM-AR-DART con base en la relacion masa/carga (m/z)
obtenida para el pseudo ion molecular [M + H]*. Algunas caracteristicas fisicas y

espectrométricas para estos productos se describen en la Tabla 1.
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Tabla 1. Caracteristicas fisicas y datos espectrométricos para los productos 16, 21y 24.

Comp. Apariencia m/z [M + H]"exp. m/z [M + H]"calc. Formula A Q
16 Polvo naranja 700.0850 700.0813 CssH26BrNO1g  -5.2 23
21 Polvo amarillo 656.1310 656.1324 CasHsCINOy  -21 23
24 Polvo amarillo 636.1883 636.1870 C3sH20NO10 -20 23

Los espectros de RMN-H de 16, 21 y 24 guardan una relacion estructural estrecha con
duclauxina (1),*® 4 destacando como diferencias apreciables las sefiales que corresponden a
los protones aromaticos de la anilina correspondiente (Tablas 2 y 3, Figura 23). En
referencia al esqueleto base, en sus espectros de *H se observan dos sefiales para hidrdgenos
aromaticos (H-5y H-5" en 84 ~6.9 y ~6.6 ppm, respectivamente), una sefial para un protén
vinilico alrededor de 7.6 ppm (H-1), un par de sefiales dobles en éx ~4.8 y ~5.1 ppm con
valores de J de ~12 Hz, asignables a los hidrogenos de H-1", dos sefiales simples para metinos
en én ~4.0 y ~4.2 asignables a los hidrégenos H-8 y H-8, una sefial simple de oximetino en
on ~5.2 ppm, cuatro sefiales para grupos metilo, dos de ellas para metilos unidos a anillos
aromaticos (H-10 y H-10"), un metilo de acetato (1 ~2.2 ppm) y un metoxilo (31 ~3.0 ppm).
En el espectro de '3C, ademas de las sefiales asignables a las aminas sustituyentes, la
diferencia principal se observa en el carbono C-1 que se desplaza a campo alto por la
sustitucion del atomo de oxigeno por uno de nitrégeno.

Las diferencias apreciables de 16 con respecto a 1 observadas en los espectros de resonancia
de *H y 3C corresponden a los protones aromaticos de la p-bromoanilina, por ejemplo, los
hidrogenos H-2""/H-6"" y H-3""/H-5"" que por simetria del sistema aromatico se despliegan
como dos sefiales dd en 6n 7.13 (J = 8.5, 4.6 Hz) y 7.68 (J = 8.5, 4.6 Hz) respectivamente
(Tabla 2, Figura 23). En el caso del espectro de *3C las diferencias principales se observan
en los carbonos de la posicion C-3 que aparecen en oc 148.8 en 1 y 134.7 en 16; esta
diferencia se atribuye al remplazo de la funcion lactona por una lactama. Los carbonos del
anillo de p-bromoanilina acoplada a la molécula base (1) se observan en 6c 123.9 (C-47"),
137.3 (C-1""), mientras que los carbonos C-2"/C-6"" y C-3/C-5"" tienen desplazamientos
en dc 128.2 y 133.2 ppm, respectivamente (Tabla 3).

Para el producto 21 las sefiales de RMN-'H que se destacan con respecto a 1 son las de los
protones del anillo aromatico, por ejemplo, las sefiales correspondientes a H-4"" y H-5"" se

observan como una sefial compleja que integra para dos protones en o1 7.48 ppm, H-2"" se
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despliega como una sefal dd en dx 7.29 ppm por el acoplamiento con los hidrogenos
aromaticos en posiciones meta y para (J = 2.4 y 0.9 Hz), finalmente, la sefial para H-6"" se
observa en &y 7.14 ppm (Tabla 2 y Figura 23). En los espectros de RMN-2C destacan los
carbonos (C-1""-C-6"") de la m-cloroanilina en 6¢c = 135.5, 127.2, 135.0, 130.9, 130.1y 124.8

ppm, respectivamente (Tabla 3).

CH;-CO0-9”

-9°
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47-CH,
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Figura 23. Espectros de RMN-'H colectados en CDCl; a 500 MHz para los productos A) 1, B) 16, C) 21y D)
24,

Para 24, ademas de las sefiales del nicleo base, en el espectro de RMN-H se destacan tres
sefiales que corresponden a los protones de la toluidina, dos dobles (d) con valores de J de
8.3 Hz (acoplamiento orto) que corresponden a los &tomos H-2""/H-6"" y H-3""/H-5"" en 6n
7.33y 7.11 y una sefial simple correspondiente al metilo en C-4"" en 61 2.43 ppm (Tabla 2).
En el espectro de *3C se ven las sefiales de los &tomos C-1""-C-6"" en ¢ 135.9, 130.5, 126.2,
140.0, 126.2 y 130.5 ppm, respectivamente y la resonancia de 4" "-CHz en 21.3 ppm (Tabla
3).
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Tabla 2. Datos espectroscépicos de RMN-tH para los productos 16, 21 y 24, registrados en CDCl; a

500 MHz.
Posicion on, mult. (J en H2)
1 16 21 24
1 7.71,s 7.64,s 7.64,s 7.68,s
5 6.91,s 6.81, s 6.81, s 6.79, s
8 3.98, s 4.02,s 4.02,s 4.01,s
10 2.74.s 2.73,s 2.73,s 2.72,s
1o 5.08,d (12.2) 5.09,d (12.2) 5.09,d (12.2) 5.09,d (12.2)
1'p 4.78,d (12.2) 4.81,d (12.2) 4.80,d (12.2) 4.80,d (12.2)
5 6.64,d (0.7) 6.60, s 6.62,d (1.0) 6.60, s
8 4,14, s 4,16, s 4.16, s 416, s
9 5.20,s 5.25,s 5.24, brs 5.24,s
10° 2.11,s 2.09,s 2.09,s 2.09, s
4-OH 10.66, s 12.06, s 12.04,s 12.20, s
4"-OH 11.71,s 11.74,s 11.74,s 11.74,s
7- OCHs 2.97,s 3.00, s 3.00, s 3.00, s
CH3COO0-9’ 2.22,s 2.24,s 2.23,s 2.23,s
27 - 7.13, dd (8.5, 4.6) 7.29,dd (2.4,0.9) 7.33,d (8.3)
3 - 7.68, dd (8.5, 4.6) - 7.11,d (8.3)
4 - 7.49, m -
57 - 7.68, dd (8.5, 4.6) 7.48, brt (7.9) 7.11,d (8.3)
6" - 7.13,dd (8.5, 4.6) 7.14, m 7.33,d (8.3)
4""-CHs - - - 2.43,s

Tabla 3. Datos espectroscopicos de RMN-3C para los productos 16, 21 y 24, registrados en CDCls

a 125 MHz.
Posiciéon 1 6 1 >
1 148.8 134.7 134.7 135.8
3 164.0 165.0 164.9 165.3
3a 1015 107.2 107.2 107.3
3b 133.0 135.0 139.2 134.9
4 161.9 162.0 162.0 162.0
5 120.9 119.2 119.2 118.8
6 152.1 149.8 149.8 149.4
6a 118.4 117.2 117.2 116.9
7 88.9 88.8 88.8 88.8
8 64.2 64.2 64.2 64.2
9 193.8 194.2 194.2 194.3
%a 1134 112.4 112.4 112.0
10 22.6 22.0 22.0 22.0
1 715 715 715 715
3 167.4 167.6 167.6 167.6
3a 104.9 105.2 105.2 105.1
3b 143.0 143.0 143.0 143.0
4 164.9 164.4 164.4 164.4
5 1215 120.7 120.8 120.7
6 152.1 152.3 152.3 152.2
6a 121.1 121.9 121.9 121.9
7 191.0 191.1 191.1 191.1
8 67.5 68.0 68.0 68.1
9 79.0 78.6 78.6 78.7
9a 51.2 51.7 51.7 51.7
10 223 22.6 225 225
7-OCHs 51.9 51.8 51.8 51.8
CH3C0O0-9 21.1 21.1 21.1 21.1
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Tabla 3 (Continuacién). Datos espectroscopicos de RMN-2C para los productos 16, 21 y 24,
registrados en CDCl; a 125 MHz.

L., dc
Posiciéon 1 6 1 >

CH3C00-9 169.7 169.7 169.7 169.7
1~ - 137.3 135.5 135.9
2 - 128.2 127.2 130.5
3 - 133.2 135.0 126.2
4 - 123.9 130.9 140.0
5 - 133.2 130.1 126.2
6" - 128.2 124.8 130.5
4”"-CHs - - - 21.3

A diferencia de los productos 16, 21 y 24, que guardan una estrecha relacion con 1, los
compuestos 17-20, 22, 23 y 25 presentan diferencias notables en su estructura, por ejemplo,
la pérdida de MeOH a través de una eliminacién de tipo E1cB y la concomitante formacion
de un enlace doble entre los carbonos C-7 y C-8 que extiende la conjugacion del sistema
isocumarina-dihidroisocumarina. Estos cambios estructurales imponen un mayor grado de
rigidez en las moléculas, mismo que se ve reflejado en la alteracion de sus propiedades tanto
fisicas como quimicas.® 42

La formula molecular para este subconjunto de moléculas se determiné por EM-AR-DART
con base a la relacion masa/carga obtenida para el pseudo ion molecular [M + H]*. Algunas

caracteristicas fisicas y espectrométricas para estos productos se enlistan en la Tabla 4.

Tabla 4. Caracteristicas fisicas y datos espectrométricos para los productos 17-20, 22, 23 y 25.

Comp. Apariencia m/z [M + H]*exp. m/z[M + H]"calc. Formula A Q
17 Polvo naranja 668.0588 668.0556 Cs4H22BrNOg 4.7 24
18 Polvo naranja 635.1317 635.1302 C34H22N2011 24 25
19 Polvo naranja 651.1238 651.1251 C34H22N2012 -2.0 25
20 Polvo naranja 716.0450 716.0418 Ca4H22INOg 3.3 24
22 Polvo naranja 620.1537 620.1557 CasH25NO10 -3.1 24
23 Polvo naranja 590.1451 590.1451 C34H23NOg 0.1 24
25 Polvo naranja 608.1341 608.1357 C34H22FNOg -2.6 24

Los espectros de RMN-'H para los compuestos 17, 22, 23 y 25 despliegan las sefiales
caracteristicas para los hidrégenos de H-1, H-1", H-5, H-5", H-8", H-9", H-10, H-10", 4-OH
y 4"-OH. Las diferencias principales se observan en las resonancias correspondientes a la
anilina sustituyente, por ejemplo, para 17 y 22 se despliegan un conjunto de dos sefales

tipicas de anillos aromaticos disustituidos en posicion para, con valores de J entre 7.2-9.0
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Hz, indicativo de hidrogenos adyacentes (orto). Adicionalmente, en el espectro de 22 se
aprecia una sefial simple que integra para tres hidrogenos, correspondiente con el grupo -
OCHj3 de la anisidina en on 3.87 ppm (Figura 24, Tabla 5). En el caso del producto 23, se
observan las sefiales correspondientes al residuo de anilina, entre ellas una sefial doble de
dobles (J = 8.9, 4.6) que integra para dos hidrogenos en o1 7.37 y que corresponde a los
hidrégenos H-2"" y H-6"", ademas de una sefial multiple centrada en 6n 7.55 que integra para
tres, asignable a los hidrégenos H-3""-H-5"" (Figura 24, Tabla 5). Para el compuesto 25 las
sefiales observadas en los espectros de RMN de *H y 3C son muy caracteristicas para anillos
aromaticos fluorados.> Por ejemplo, la resonancia para el hidrégeno de la posicion H-6"" se
presenta como una sefial ddd con constantes de acoplamiento (J) de 9.4, 8.3 y 4.0 Hz,
mientras que las resonancias para los hidrégenos H-3""- H-5"" se despliegan en el rango de
7.30-7.37 ppm como sefiales dobles de dobles o triples traslapadas, con valores de J que van
de 4.7-9.0 Hz. En el espectro de **C se observan cinco sefiales dobles (8¢ 125.5, 157.1, 117.3,
125.5 y 132.3 ppm) y una sefial simple en Sc 128.4 ppm.>*=>3 Este comportamiento en las
sefiales de 3C en un experimento de RMN H-desacoplado confirmo la incorporacion de o-

F-anilina en el producto 25.
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Figura 24. Espectros de RMN-'H colectados en CDCl; a 500 MHz para los productos A) 17, B) 22, C) 23,y
D) 25.
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Los espectros de RMN (*H y *3C) para los productos 18-20 fueron especialmente diferentes
al resto de los derivados obtenidos. En todos los casos para las resonancias asignables a los
hidrdgenos de las anilinas correspondientes los protones H-1", H-5", H-8", H-10" y 4"-OH se
observan como un conjunto de dos sefiales en proporciones que van de 1:1 a 3:2 (Figura 25).
Esta evidencia sugiere que el acoplamiento de anilinas sustituidas en posicion orto con
sustituyentes voluminosos (-NOz y I) impiden el libre giro del enlace o establecido entre el
anillo aromatico de la anilina correspondiente y el atomo de nitrégeno de la lactama,
conduciendo a una racemizacion de las moléculas por la imposicion de una quiralidad
conformacional o atropoisomerismo (Figura 26) en estos derivados, mismo que se refleja en
cambios tanto en el ambiente quimico como magnético de los atomos de hidrdgeno y
carbono.> De acuerdo con la clasificacion de LaPlante (basada en los tiempos de vida media
de los atropoisémeros -clase 1 (12 < 60 s), clase 2 (60 s < t12 < 4.5 afios),”® y clase 3 (ti2 >
4.5 afios),> % los productos 18-20 se clasifican en la clase 2, es decir, tiempos de vida media
superiores a 60 segundos y menores de 4.5 afios, de acuerdo con los resultados obtenidos por
CLAE (datos no mostrados). Estos resultados permiten inferir que las sustancias se

obtuvieron como mezclas de los isdbmeros axiales Ra (P) y Sa (M).
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Figura 25. Espectros de RMN-H colectados en CDCl3 a 500 MHz para los productos A) 18, B) 19y C) 20.
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18a 19a

18b 19b 20b

Figura 26. Modelos estructurales generados para los atropoisomeros de las moléculas 18-20. Las estructuras
se construyeron en Spartan10® y se optimizaron geométricamente empleando el método semiempirico PM3.
Todas las moléculas de la serie “a” tienen una configuracion axial Ra (P), mientras que las moléculas de la serie
“b” tienen la configuracidn opuesta Sa (M).

Tabla 5. Datos espectroscopicos de RMN-H para los productos 17-20, 22, 23 y 25, registrados en
CDClIs a 500 MHz.

dn, mult. (J en H2)

Posicién
17 18 19 20 22 23 25
1 8.61,s 8.58, s 8.46, s 8.44,s 8.65, s 8.67,s 8.56, s
5 6.94,s 6.94,d (1.0) 6.93,s 6.95, s 6.92, brs 6.93,s 6.95, s
10 3.02, s 3.02, s 3.02,s 3.03,s 301 s 3.02,s 3.02,s
, 5.03,d 481.d 5.04,d 5.04,d
1a (12.4) 5.04,d (12.3)  5.05,d (12.3) (12.3) (12.3) (12.2) 5.04,d (12.3)
. 481,d 5.05, d 4.81,d 4.82,d
18 (12.3) 482,d(12.3) 4.85d(12.3) (12.3) (12.3) (12.2) 4.81,d (12.3)
5 6.78,d (0.9)  6.80,d (0.9) 6.81,s 6.79,d (0.9) 6.92,d(0.9) 6.78,d(0.8) 6.79,d(0.9)
8 494,d(11) 495d(1.0)  4.98,d(05) 4.95d(1.0) 4.94,d(1.1) 4.95d(1.0) 4.95d(1.1)
o 5.74,d (1.0)  5.75,d (1.3) 5.77,s 574,d (1.0) 574,d(1.1) 575d(1.0) 5.74,d(1.0)
10 2.60, brs 261,s 2.62,s 2.61,d (0.8) 2.59, brs 2.60,s 2.60, brs
4-OH 12.59, s 12.00, s 11.79,s 12.03,s 12.76, s 12.72,s 12.52,s
4"-OH 12.02, s 12.22,s 12.32,s 12.54,s 12.03,s 12.03,s 12.02, s
CH;COO0-9" 209, s 211,s 211,s 2.10,s 2.09,s 2.09, s 2.10,s
. 7.37,dd
2 7.69,d (7.2) - - - 7.03,d(9.0) (8.9, 4.6) -
. 8.27,dd (7.5, 8.03,dd
3 7.28,d(7.2) 15) 7.79,s (8.2, 13) 7.28,d (9.0 7.55, m 7.30-7.36, m
. ) 7.77,1d (7.7, ) 7.34,1(7.9, i i
4 1.4) 15) 7.55,m 7.30-7.36, m
57 7.28,d (7.2) 7'87’ltg)(7'8’ 7.31,d (8.6) 7'55’1tg)(7'7’ 7.28,d (9.0) 7.55, m 7.30-7.36, m
. 7.44,dd (7.8, 7.28,dd 7.37,dd 7.56, ddd
6 7.69,d (7.2) 14) 7.20,d (8.6) (77.17) 7.03,d (9.0) (8.9, 4.6) (9.4.83, 4.0)
4”-OCHs - - - - 3.87,s - -
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Tabla 6. Datos espectroscopicos de RMN-13C para los productos 17-20, 22, 23 y 25, registrados en

CDCls a 125 MHz.

Posicién S
17 18 19 20 22 23 25

1 1423 1414 1430 1428 1433 1430 143.0

3 1649 1649 1654 1649 1655 1652 164.7

3a 1089 1086 1085 1091 1089  108.9 108.9

3b 1355 1355 1356 1358 1356 1358 135.7

4 1650 1645 1650 1652 1653  165.3 165.1

5 1194 1195 1196 1193 1191 1194 119.4

6 1498 1501 1504 1498 1496 1496 149.7

6a 1151 1156 1152 1150 1147 1149 115.0

7 1526 1528 1537 1526 1523 1525 152.6

8 1391 1392 1388 1392 1391  139.1 139.2

9 1778 1778 1781 1778 1779 1779 177.8

% 1149 1151 1150 1150 1148 11438 115.1

10 255 25.6 256 256 255 255 255

v 68.5 68.5 686 685 685 685 68.5

3 1676 1677 1680  167.7  167.7  167.7 167.7
3a 1043 1043 1041 1043 1043 1043 104.3
3 1461 1460 1461 1461 1461 1461 146.1

x 1652 1648 1649 1648 1649 1649 164.9

5 1212 1212 1214 1212 1211 1211 1212

6 1539 1540 1542 1539 1538 15338 153.9
6a 1168 1170 1170 1169 1169  116.9 116.9

7 1896 ~ 189.6 1804 1897  189.7 1897 189.6

g 63.5 63.6 637 635 635 635 63.6

3 84.6 84.7 845 847 847 846 84.7
9a 483 483 484 483 483 483 48.3
10 24.0 24.0 241 241 240 240 24.0

CH:COO-9 210 21.0 210 210 210 210 21.0
CH:CO0-9' 1702 1702 1703 1702 1702 1702 170.2
1 1374 1315 1303 1413 1311 1385  1255,d(4.)
2 1332 1454 1457 966 1151 1264  157.1,d(256.9)
3 1280 1262 1136 1406 1275 1299  117.3,d (18.8)
e 1242 1320 1591 1283 1605 1300  1255,d(45)
5 1280 1355 1219 1301 1275 1299 128.4,s
6 1332 1294 1304 1319 1151 1264  1323,d(8.2)
47-OCHs : ! : : 55.8 : .

El compuesto 26 se aisl6 como un s6lido de color amarillo. Su férmula molecular se

determind cdmo CzsH29NO1o con base en el ion pseudomolecular [M + H]* observado en una

relacién m/z = 648.1867 (A = -0.5, calcd. para 648.1870), permitiendo 24 insaturaciones. Los

datos de RMN-tH para esta molécula fueron muy similares a los del producto reportado por

Aguilar-Ramirez para la azafenalenona obtenida del acoplamiento del éster metilico de

fenilalanina con duclauxina (8).8 Las diferencias principales observadas en el espectro fueron

la desaparicion de una sefial simple que integra para tres protones en 64 2.22, asi como el

desplazamiento a campo alto de H-9' de 5.71 ppm en 8 a 4.71 ppm en 26 a consecuencia de

la pérdida de un residuo de etanoilo. Esta evidencia, en conjunto con la ausencia de una sefial

asignable a un carbonilo y a un metilo de acetato en el espectro de 3C, acomparfiada de una
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diferencia de 45 unidades de masa en el espectro de masas confirmaron la estructura de 26

como el derivado desacetilado de 8 (Tabla 7).8

Tabla 7. Datos espectroscopicos de RMN para los productos 26 y 8, registrados en CDClz a 500 MHz

para *Hy 125 MHz para *C.

dc on, mult. (J en H2)
Posicion 26 8
1 140.8 8.57,s 8.57, s
3 165.1 - -
3a 108.3 - -
3b 135.1 - -
4 164.9 - -
5 118.9 6.83,s 6.89, s
6 149.4 - -
6a 115.0 - -
7 152.3 - -
8 138.6 - -
9 178.0 - -
% 114.7 - -
10 25.4 2.99,s 2.96
4-OH 12.53,s 12.55,s
X 69.6 5.13,d (12.5) 5.03,d (12.0)
' 4.94,d (12.5) 4.80,d (12.0)
3 168.1 - -
Ja 104.4 - -
3'b 147.0 - -
& 164.9 - -
5 120.8 6.76,d (0.9) 6.79,s
6 153.6 - -
6a 117.1 - -
7 190.7 - -
8 66.9 4.83,d (1.0) 4.89,d (1.1)
9 85.4 4.71, brs 5.71,d (1.1)
9a 49.8 - -
10° 24.0 2.58,s 2.59,s
4 -OH 12.05, s 12.04,s
CH3C0O0-9 - - 2.22,s
17 168.5 - -
27 60.0 5.84, dd (10.8, 5.3) 5.84, dd (10.9, 5.6)
3 6.5 3.70, dd (14.7,5.4) 3.75,dd (14.5, 5.6)
' 3.32,dd (14.7, 10.9) 3.33,dd (14.5, 10.9)
4" 134.7 - -
57 128.8 7.16,m 7.18,m
6" 129.1 7.17,m 7.18,m
7 127.6 7.17,m 7.18,m
1"a 629 4.20,qd (7.1,3.7) 4.20,q(7.2)
17"b ' 4.22,qd (7.1,3.7) 4.22,q(7.2)
2 14.2 1.23,1(7.1) 1.23,1(7.1)

Una vez sintetizados lo productos de interés y con el antecedente establecido por Aguilar-

Ramirez que demostré que las duclauxamidas acopladas con anilinas sustituidas mejoran

notablemente su actividad inhibitoria sobre la enzima hPTP1B1.400, respecto a duclauxamidas

acopladas con aminoéacidos,® se evaluo su actividad inhibitoria utilizando un modelo in vitro
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establecido y validado en el grupo de trabajo. Todos los productos obtenidos inhibieron la
actividad de la proteina de manera dependiente de la concentracién, con valores de Clso en
el rango de 9 a 78 uM (Figura 27 y Tabla 8).

100

tetdotits

% Inhibicién

[Compuesto] uM

Figura 27. Curvas de inhibicion concentracion respuesta para los compuestos 16-26 frente a la enzima
hPTP1B1.400.

Tabla 8. Valores de Cls calculados para los productos de semisintesis obtenidos en este trabajo.
Compuesto  Clso (UM)  Compuesto  Clsp (UM)

1 12.7+0.5% 19 31.6+£2.3
12 7.5+0.5% 20 17.5+0.9
13 2.7+0.2% 21 73.1+5.5
14 12.2+0.9% 22 11.5+2.3
15 8.0+0.2% 23 78.4+5.8
16 47.4+1.0 24 35.3+1.9
17 9.3£1.0 25 35.0+3.7
18 27.2+2.1 26 15.2+2.0

@/alor obtenido del trabajo reportado por Aguilar Ramirez.

En este orden de ideas, en este trabajo se explord con mayor detalle el impacto de variar la
sustitucion del anillo aromatico de la anilina sobre la actividad de la enzima. Para comenzar,
se generd el hibrido de duclauxina (1) con una anilina no sustituida, con el fin de disponer de
una molécula de referencia (23, Clso = 78.4 uM). Posteriormente, se generaron derivados
sustituidos en posicién orto (18, 20 y 25), observandose que a medida que aumenta el
volumen del sustituyente, mejora la actividad inhibitoria de la molécula (Figura 28). De
igual manera, se obtuvieron derivados sustituidos en posicion para de la anilina (16 y 22),
que al comparar con la bioactividad previamente reportada para 12 (Figura 28), se manifiesta
el mismo patron: de manera general, la actividad inhibitoria de hibridos de duclauxina (1) y

anilinas sustituidas mejora con sustituyentes voluminosos.
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Figura 28. Variacion de la actividad de derivados de duclauxina (1) acoplados con anilinas sustituidas en
posicion orto (verde) y anilinas sustituidas en posicion para (morado), en funcién del volumen de la molécula
(calculado a partir de un modelo CPK -que toma en cuenta los radios atébmicos de van der Waals).

A partir de estas observaciones, se desprende que los derivados sustituidos en la posicién
para de la anilina son los que se comportan como inhibidores més potentes. Esta tendencia
se vuelve mas clara al comparar la actividad inhibitoria de isomeros de duclauxamidas que
contienen una anilina sustituida con un grupo nitro en diferentes posiciones (orto, meta y
para, en las moléculas 18, 15y 13, respectivamente), véase Figura 29. Adicionalmente, con
relacion a la bioactividad determinada para los productos 18 y 19, no se advierte alguna
diferencia significativa, sugiriéndose entonces que el hidroxilo en H-4" no tiene una
participacion importante en la interaccion del producto con su blanco, posiblemente a causa

de su menor volumen respecto al grupo nitro.

30 1
251
20 A

159

104 4

Clso (BM)

®13

Orto Meta Para

Sustitucién

Figura 29. Variacion de actividad de derivados de duclauxina (13, 15 y 18) acoplados con nitroanilinas
sustituidas en posicion orto, meta y para.
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Todos los productos mencionados pertenecen a una serie de moléculas de las que se elimino
un metoxilo (de C-7) y simultaneamente se formoé un doble enlace entre C-7 y C-8; ya que
previamente se habia demostrado que esta clase de moléculas retnen las caracteristicas
estructurales con las que se incrementa considerablemente la interaccion con el blanco
molecular PTP1B. En aras de confirmar que esta tendencia se aplica a otra clase de
sustituyentes, se generaron un par de derivados para sustituidos con bromo en la anilina; un
derivado incluye un metoxilo en C-7 y el otro en su lugar, contiene un doble enlace que
aumenta la rigidez de la molécula. El resultado fue el esperado: el derivado mas rigido (17)
posee una actividad inhibitoria considerablemente mas elevada respecto a su analogo
metoxilado en C-7 (16) (Figura 30). Una tendencia equivalente se observa para las moléculas
21 y 24, que son metoxiladas en C-7 (menos rigidas), y no se destacan como inhibidores

frente a sus analogos.

509

40

301

Clso (WM)

201

101

16 17

Figura 30. Comparacion de actividad inhibitoria de un par de derivados de duclauxina acoplados con p-
bromoanilina, Uno contiene un metoxilo en C-7 (16) y el otro un doble enlace entre los carbonos C-7 y C-8
(17) que impone una mayor rigidez en la molécula.
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7. Conclusiones

El desarrollo de este trabajo puso de manifiesto la importancia del estudio de la
reactividad quimica de productos naturales como duclauxina (1), conducentes al
incremento del espacio quimico de moléculas con arquitecturas quimicas complejas
dificilmente accesibles via sintesis total. Ademas, esta investigacion mostro la
pertinencia de emplear una combinacion de estrategias tedrico experimentales, como
acoplamiento molecular (docking) y sintesis parcial encaminadas a la optimizacion
de las propiedades biodindmicas de un conjunto de azafenalenonas diméricas.

La aplicacion de esta metodologia dirigio la obtencion de 11 azafenalenonas (16-26)
activas frente al blanco molecular estudiado. Finalmente, los resultados de este
trabajo permitieron la identificacion de algunas caracteristicas estructurales que
impactan significativamente en la actividad inhibitoria sobre hPTP1B1-400, cOmo la
posicion (orto, meta, para) y el volumen del sustituyente, asi como la rigidez del

sistema, y corroboraron algunos de los patrones previamente reconocidos.
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8.

Perspectivas

Elaborar derivados semisintéticos de duclauxina (1) aprovechando el conocimiento
adquirido de las caracteristicas biodinamicas exhibidas en funcion de los volimenes
de los sustituyentes y su posicion en un anillo aromatico; para asi optimizar el disefio

racional de inhibidores de hPTP1B1.400 mas potentes.
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ANEXO 1
Espectros de RMN y Masas de Alta Resolucion para los productos 16-26
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Figura A9. Espectro de HSQC a 500 MHz del compuesto 17.
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Figura A22. Espectro de RMN-H para el producto 20 registrado en CDCls a 500 MHz.
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Figura A23. Espectro de RMN-3C para el producto 20 registrado en CDCls a 125 MHz.
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Figura A24. Espectro de HSQC a 500 MHz del compuesto 20.

i n
00 g gt 0
o
0 0
[
(1
] ()] ﬂ
0 .
S
U
9o 8 0 me .
popat §ou . a n§
0 (] ! §
0 ho
0 1]
[
L B

T T T T T T T
12,5 12.0 11.5 11.0 10.5 10.0 9.5

T T T T T T T
90 85 80 75 7.0 65 6.0 55

T T T T T T T
50 45 4.0 35 3.0 25

2 (ppm)

Figura A25. Espectro de HMBC a 500 MHz del compuesto 20.
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Figura A26. Espectro de masas de alta resolucion adquirido por analisis directo en tiempo real (EM-AR-

DART) para el compuesto 21.
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Figura A27. Espectro de RMN-'H para el producto 21 registrado en CDCl3 a 500 MHz.
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Figura A28. Espectro de RMN-3C para el producto 21 registrado en CDCls a 125 MHz.
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Figura A29. Espectro de HSQC a 500 MHz del compuesto 21.
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Figura A30. Espectro de HMBC a 500 MHz del compuesto 21.
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Figura A32. Espectro de RMN-'H para el producto 22 registrado en CDCl3 a 500 MHz.
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Figura A35. Espectro de HMBC a 500 MHz del compuesto 22.
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Figura A36. Espectro de masas de alta resolucion adquirido por analisis directo en tiempo real (EM-AR-

DART) para el compuesto 23.
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Figura A37. Espectro de RMN-'H para el producto 23 registrado en CDCl3 a 500 MHz.
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Figura A38. Espectro de RMN-3C para el producto 23 registrado en CDClsz a 125 MHz.
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Figura A40. Espectro de HMBC a 500 MHz del compuesto 23.
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Figura A42. Espectro de RMN-'H para el producto 24 registrado en CDClz a 500 MHz.
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Figura A43. Espectro de RMN-3C para el producto 24 registrado en CDClsz a 125 MHz.
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Figura A45. Espectro de HMBC a 500 MHz del compuesto 24.
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Figura A47. Espectro de RMN-!H para el producto 25 registrado en CDCl3 a 500 MHz.
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Figura A48. Espectro de RMN-3C para el producto 25 registrado en CDClsz a 125 MHz.
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Figura A49. Espectro de HSQC a 500 MHz del compuesto 25.
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Figura A50. Espectro de HMBC a 500 MHz del compuesto 25.
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Figura A51. Espectro de masas de alta resolucién adquirido por analisis directo en tiempo real (EM-AR-

DART) para el compuesto 26.
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Figura A53. Espectro de RMN-3C para el producto 26 registrado en CDCls a 125 MHz.
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Figura A54. Espectro de HSQC a 500 MHz del compuesto 26.
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Figura A55. Espectro de HMBC a 500 MHz del compuesto 26.
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