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Cuando una persona quiere alcanzar algo, piensa de
manera espontanea en tres cosas ¢,qué he conseguido
hasta el momento? ¢En qué posicibn me encuentro
ahora? ¢Qué debo hacer de aqui en adelante? Si uno
no puede contestar a estas tres cosas, solo le queda el

miedo, la falta de confianza en si mismo y el cansancio.

Haruki Murakami.
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

En la actualidad, las costumbres y habitos de consumo han cambiado vertiginosamente;
las ocupaciones de alta demanda fisica disminuyeron mientras que las profesiones de
mayor actividad intelectual, caracterizadas por un estilo de vida sedentario, se
incrementaron. Todo esto, aunado a la mayor disponibilidad de alimentos y al corto
plazo que se dedica a su preparacion, ha permitido el desarrollo de padecimientos que

antes eran considerados exclusivos de la poblacion con un mayor desarrollo industrial.

Actualmente nuestro pais experimenta un aumento inusitado de padecimientos tales
como diabetes e hipertensién arterial, asi como sobrepeso y obesidad. De acuerdo a la
Encuesta Nacional de Salud y Nutricion 2012 (ENSANUT 2012), patologias como la
diabetes, enfermedades cardiovasculares y obesidad concentran el 11.5% de las
causas de consulta de servicio ambulatorio, s6lo después de enfermedades y sintomas

respiratorios agudos con 36.5%.

Los aumentos en la prevalencia de obesidad en México se encuentran entre los mas
rapidos reportados a nivel mundial. De 1988 a 2012, el sobrepeso en mujeres de 20 a
49 afios de edad se increment6 de 25 a 35.3% y la obesidad de 9.5 a 35.2%. Siete de
cada 10 adultos presentan sobrepeso, y de éstos, la mitad presenta obesidad. Lo
anterior constituye un serio problema de salud publica, lo cual se refleja, en el hecho de
que México ocupa el primer lugar a nivel mundial de nifios obesos y el segundo en
adultos: por ello el 7% del presupuesto del sector salud se destina en la atencion y

prevencion de este padecimiento.

La obesidad es un desorden fisiologico, que juega un papel central en el desarrollo del
sindrome metabolico (SM), junto con hipertension arterial, resistencia a la insulina y
dislipidemias. En este sentido, el sindrome metabdlico se ha convertido en una entidad
de alto impacto en la poblacion mundial, ya que no sélo predispone al desarrollo de
enfermedades metabdlicas, como diabetes, sino que desencadena enfermedades

cardiovasculares catastréficas e incapacitantes.



En el campo de investigacion, se ha estado buscando el desarrollo de nuevas
sustancias con la intencion de contar con posibles farmacos para el tratamiento o
prevencion de este padecimiento. Algunos de los candidatos mas citados en la
literatura son: agonistas selectivos de la 5-hidroxitriptamina 2c (5HT-2c), agonistas para
receptores proliferadores de peroxisomas activados (PPARal/y), y antagonistas del

receptor de canabinoides tipo 1 (CB1).

En este contexto se ubica el presente trabajo de tesis, el cual tuvo como propdsito
contar con moléculas que pudiesen considerarse como candidatos potenciales para el
tratamiento de al menos dos de los sintomas que integran el SM. Para alcanzar este
cometido se sintetizaron y evaluaron nueve hibridos derivados del 1,5-diarilpirazol.
Posteriormente, se realizd un estudio de acoplamiento molecular a moléculas
representativas de la serie con la finalidad de, en primer lugar, predecir un posible
mecanismo de accion hipoglucemiante y ademas, generar posibles explicaciones a las

diferencias observadas en los resultados experimentales.
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2. MARCO TEORICO

En este capitulo se presenta la informacion previa que da lugar al problema planteado e
hipotesis del presente trabajo de tesis. La informacion se encuentra estructurada en
cuatro apartados principales: el sindrome metabdlico como entidad clinica de interés, el
estrés oxidante y la accion de los antioxidantes, el papel del receptor de canabinoides
tipo 1 (CB1) en la terapia contra el sindrome metabdlico y finalmente, el panorama
general de las herramientas que emplea la Quimica Farmacéutica en el disefio de

nuevas moléculas.

2.1. Sindrome metabdlico

El sindrome metabdlico, junto con la obesidad, son considerados dos pandemias con
un alto indice de mortalidad y morbilidad, ademas de representar una enorme carga
econdémica para su control y tratamiento. La Organizacién Mundial de la Salud estima
que para el 2015, 700 millones de adultos tendran algun grado de obesidad
(Hernandez-Vazquez, 2012). Es por ello que el numero de trabajos experimentales
relacionados con esta patologia se ha incrementado a lo largo de las Gltimas décadas.

2.1.1. Definicién e Historia

El sindrome metabdlico (SM) se define como un desbalance de la fisiologia normal
caracterizada por la presencia de tres o mas de los siguientes marcadores o factores de
riesgo: dislipidemia, hipertension arterial, resistencia a la insulina y obesidad,

principalmente visceral (Pineda, 2008), (Figura 1).
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Sindrome Metabdlico

Factores genéticos y

ambientales
|
v v \’
Obesidad central \) Resistencia a la insulina Intolerancia a la glucosa
Hiperinsulinemia \ Disfuncion células
| !
J{ | \1/ Diabetes tipo 2
Disfuncién Estado
endotelial precoagulante r‘
Hipertension arterial — - - -
Dislipidemia Hiperglucemia

Aterosclerosis

Complicaciones macrovasculares

Figura 1. Factores de riesgo en el desarrollo del sindrome metabdlico (Adaptacion de Rev.
Mex. Cardiol. 2002).

En la década de los 60°s la asociacibn de obesidad, hiperlipidemia, diabetes e
hipertension se definié con el nombre de “sindrome plurimetabdlico”. Posteriormente, en
1974, Haller vinculd estos factores con la aterosclerosis (acumulacion de grasa,
colesterol y otras sustancias en las paredes de las arterias). En 1980, Vague sugirié
que la masa adiposa por si misma tiene un efecto sobre el progreso desde la obesidad
hacia la diabetes. En 1988, Reaven, observé que varios factores de riesgo, tales como
la dislipidemia, hipertension e hiperglicemia, se asociaban en diversos pacientes; a este
conjunto lo llamé Sindrome X y lo reconocidé como un factor de riesgo mdaltiple para
enfermedades cardiovasculares. Posteriormente, publicd que la resistencia a la insulina
es la base del Sindrome X (por tanto el sindrome también fue conocido con el nombre
de sindrome de resistencia de insulina) (Pineda 2008). En 1998, la OMS introdujo el
término sindrome metabdlico (SM) como entidad diagndstica con criterios definidos.
Asi, en 2001 el ATP 1l (Panel Ill de Tratamiento en Adultos, por sus siglas en inglés)
del Programa Nacional de Educacion sobre el Colesterol, uso este término en su

informe, convirtiéndose asi en la definicion mas utlizada (Crepaldi, 2006).

4
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Existe un profundo debate sobre los criterios diagndsticos del SM, por lo cual diversas

organizaciones han propuesto sus propios lineamientos (Povel, 2013). La Tabla 1

resume algunos de los criterios establecidos para el diagndéstico del SM.

Tabla 1. Criterios para el diagndstico del Sindrome Metabdlico, de acuerdo a distintos

organismos de salud.

Criterio OMS EGIR (1999) ATP Ill (2001) IDF (2005)
AGA, IC,DM2 o ) N )
) ) o Insulina plasmatica Ninguno. Tres o
Resistencia a la sensibilidad i . .
) o >75%. Dos 0 més més de los Ninguno
Insulina (RI) disminuida a la o o
] ) de los siguientes siguientes
insulina
. PA elevado segln
Dos mas de los )
_ o PA: H=94 cm, PA: H=102 cm, la poblacién. Mas
Obesidad siguientes RCC:
M=80 cm M=88 cm dos de los
H>0.9 m M>0.85m o
siguientes

Dislipidemia

TG=2150 mg/dL o

colesterol HDL:
H<35 mg/dL y
M<39 mg/dL

TG=150 mg/dL,
HDL: H<40 mg/dL y
M<50 mg/dL

TG= 150 mg/dL y/o
HDL<39 mg/dL

TG=2150 mg/dL o
con medicamento
para disminuir TG,
HDL: H<40 mg/dL y
M<50 mg/dL o con
medicamentos para

aumentar HDL

Presion Arterial

2140/90 mm Hg

2140/90 mm Hg o
con =2130/85 mm Hg

antihipertensivos

2130/85 mm Hg o
en tratamiento

antihipertensivo

y Fibrinégeno.

] . AGA o IC pero no >110 mg/dL 2100 mg/dL
Glicemia AGA, IC o DM2 ) )
DM incluyendo DM incluyendo DM
Proteina C reactiva
Otros Microalbuminuria

OMS: Organizacion Mundial de la Salud; EGIR: Grupo para el Estudio de Resistencia a la Insulina Europeo; ATP Il
Panel Ill de Tratamiento de Adultos;IDF: Fundacion Internacional de Diabetes; AGA: Alteracion de la Glucosa en
Ayunas; IC: Intolerancia a los Carbohidratos; DM2: Diabetes Mellitus Tipo 2; RCC: Relacién cintura/cadera; H:
Hombre; M: Mujer; PA: Perimetro Abdominal; TG: Trigliceridos; IMC: indice de Masa Corporal (Pineda, 2008).
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2.1.2. Componentes del Sindrome Metabdlico.

El SM no puede considerarse una enfermedad, puesto que carece de una patologia
clinica definida, asi como de una etiologia de hallazgos clinicos invariables y de
hallazgos de laboratorio especificos (Mohamed, 2004). EI SM se manifiesta como un
conjunto de factores de riesgo para desarrollar diabetes y enfermedades
cardiovasculares, el cual se caracteriza por la manifestacion de dislipidemia
aterogénica, resistencia a la insulina, hipertension arterial, asi como por la presencia de

obesidad principalmente visceral (Ogbera, 2010).

2.1.2.1. Dislipidemia

De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-037-SSA2-2002, se define a la
dislipidemia como la alteracion de la concentracién normal de lipidos en la sangre. Las
dislipidemias pueden obedecer a causas genéticas 0 primarias, 0 a causas
secundarias, tales como hipertension arterial, diabetes, tabaquismo, obesidad y el

sedentarismo (Esper, 2003).

La dislipidemia se caracteriza por:
- Hipertriacilgliceridemia: TG>150 mg/dL
- Colesterol de baja densidad (HDL) disminuido
- Lipoproteinas de baja densidad (LDL) pequefias y densas
- Aumento de acidos grasos libres en plasma

- Aumento de apolipoproteinas B

El HDL bajo y la hipertriacilgliceridemia (HTG) son predictores independientes de riesgo
cardiovascular en pacientes con SM (Pineda, 2008). Este tipo de alteracion de lipidos
(mejor conocida como dislipidemia aterogénica) es la mas frecuente en la clinica,
ademas de ser la dislipidemia caracteristica de pacientes con enfermedad cardiaca
coronaria. La HTG estd fuertemente relacionada con la obesidad visceral y la
resistencia a la insulina (Ros, 2006).
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2.1.2.2. Hipertension Arterial

Se define como la elevacion de la presién arterial hasta un nivel que aumenta el riesgo
de lesion en distintos lechos vasculares, especialmente retina, cerebro, corazén y

rinones (Esper, 2003).

2.1.2.3. Resistencia ala insulina

El concepto de resistencia a la insulina (RI) fue descrito por Himsworth desde hace mas
de 60 afios y se consider6 su participacion etiopatogénica en diversas enfermedades
metabdlicas. La resistencia a la insulina es una anormalidad fisiologica caracterizada
por la disminucién de la accién de esta hormona en los tejidos muscular, hepético y
adiposo, que condiciona hiperinsulinemia y se ha relacionado con complicaciones tales

como hipertension arterial sistémica, obesidad y diabetes (Pineda, 2008).

Aunque la mayoria de los pacientes con resistencia a la insulina/ hiperinsulinemia no
presentan hiperglucemia, tienen un riesgo elevado de desarrollar diabetes mellitus. Al
principio los pacientes con resistencia a la insulina mantienen su homeostasis a través
de la hiperinsulinemia, sin embargo, la diabetes se presenta cuando ya no son capaces

de mantener esta compensacion (Esper, 2003).
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2.1.2.4. Obesidad

De especial interés para el presente trabajo es la obesidad, componente que se ubica
en la gran mayoria de los criterios propuestos por las diversas organizaciones de salud
(Tabla 1).

La obesidad se puede definir como un aumento en el porcentaje de grasa corporal total,
por encima de un valor estandar, que refleja a nivel celular un aumento en el numero
y/o tamafio de los adipocitos. Esta situacibn es por lo general producto de un
desequilibrio entre las calorias que se ingieren y las que se gastan. Comprende
mecanismos biologicos (genéticos, hormonales, inmunoldgicos, etc.), psicologicos y

sociales que hacen de este un fendmeno complejo (Lucrano 2012).

La obesidad esta acompafiada por anormalidades en la coagulacion y en la fibrindlisis,
mientras que la grasa intra-abdominal o visceral es un factor de riesgo independiente de

RI, intolerancia a la glucosa, dislipidemia e hipertension arterial (Pineda, 2008).

En cuanto a su diagnostico se refiere, el indice de Masa Corporal (siglas IMC , Tabla 2)
es la medida mas utilizada y con mayor evidencia sobre su relacion con eventos
adversos en salud, sin embargo, el perimetro abdominal y la relacién cintura-cadera

evalla la adiposidad central, siendo ésta ultima la mas recomendada.

El tejido adiposo es el principal sitio de depdsito de acidos grasos en forma de
triacilglicelores; después de ser liberados por los adipocitos, los acidos grasos son

transportados por la albimina y removidos rapidamente de la circulacion (Esper, 2003).



MARCO TEORICO

Tabla 2. Valores de IMC

Valor de IMC Interpretacion (en > 18 afios)
<18 Desnutricion

18-24.9 Normal

25-29.9 Sobrepeso

30-34.9 Obesidad grado 1

35-39.9 Obesidad grado 2

240 Obesidad grado 3 o severa

Se calcula al dividir el peso en Kg sobre la talla en metros cuadrados (IMC= P/T?)

2.2. Terapia contra el sindrome metabdlico: papel del receptor de canabinoides
tipo 1 (CB1).

El sindrome metabdlico es una entidad clinica caracterizada por la asociacién de varias
enfermedades vinculadas fisiopatoldgicamente. Es por ello que su manifestacion clinica
presenta variaciones fenotipicas. Por ejemplo, puede manifestarse inicialmente con
hipertension u obesidad, y en otros casos como alteraciones en la regulacion de la
glucosa o de los lipidos u otros trastornos, como la asociacion de hipertrigliceridemia y
el perimetro de cintura. Es por ello que su diagndstico requiere de la integracion de
diversos criterios. De forma similar, el abordaje del tratamiento para los pacientes con
sindrome metabdlico debe ser integral y el tipo de intervencion puede hacerse a nivel
de la prevencion primaria o secundaria dependiendo del estado evolutivo del paciente
(Gonzalez 2002).

Prevencion primaria: Modificacion del estilo de vida, donde es importante la
restriccion calorica, dieta que minimice las fluctuaciones de glucosa y
triacilgliceroles postprandial, restriccion en el consumo de alcohol y cigarrillo, asi

como la practica regular de ejercicio.
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Prevencion secundaria: Terapia farmacoldgica de cada uno de los componentes
del sindrome metabdlico.
Cuando hay manifestacion de diabetes mellitus tipo 2, el tratamiento se centra en
inhibidores de la a-glucosidasa (ejemplo la acarbosa), biguanidas (metformina),

sulfonilureas (glibenclamida), secretagogos (hateglinida), asi como el uso de insulina.

Del mismo modo, el tratamiento de la hipertensién arterial se basa en: diuréticos
(tiazidas), bloqueadores adrenérgicos (atenolol), inhibidores de la enzima convertidora
de angiotensina o IECA (captopril), mientras que para la dislipidemia el tratamiento se

basa en el uso de fibratos y estatinas.

En la actualidad, el control de la obesidad se divide en dos grandes categorias: 1)
Inhibidores de los depdsitos de grasa: uso de anorexigénicos, inhibidores de la sintesis
de acidos grasos, 2) estimulantes de la utilizacion de tejido adiposo (Rev. Mex. Cardiol.,
2002).

Como se menciono6 anteriormente, el SM se constituye de varias patologias (llamados
componentes) y varias estrategias se han empleado para el tratamiento de éste, tales
como agonistas selectivos de la 5HT-2c, agonistas PPAR a/y, asi como antagonistas

del receptor de canabinoides (Hernandez-Véazquez, 2012).

Especificamente, el receptor de canabinoides es uno de los blancos biol6gicos que ha
llamado la atencion de diversos grupos de investigacion orientados al disefio y sintesis
de farmacos para el tratamiento del sindrome metabdlico. Dicho receptor pertenece a la
familia de los receptores acoplados a proteinas G (GPCRs por sus siglas en inglés) y se
divide en dos subtipos: el receptor de canabinoides tipo 1 (CB1), el cual se encuentra
principalmente en sistema nervioso central tanto a nivel pre- y postsinaptico, ademas de
estar presente en drganos como glandulas salivales, bazo, corazéon y en determinadas
zonas de los aparatos reproductor, urinario y gastrointestinal, y el receptor de
canabinoides tipo 2, localizado principalmente en células del sistema inmune (células B,
NK y monocitos) (Worth, 2009).
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A nivel fisiolégico, los mecanismos intracelulares en los que se ven implicados los
receptores de canabinoides son principalmente la inhibicién de la adenilato ciclasa y la

regulacion de diferentes canales idnicos.

El receptor CB1, es el subtipo de mayor interés farmacéutico, ya que se asocia a
enfermedades relacionadas con regulacion metabdlica, dolor y ansiedad, por lo cual ha

sido objeto de diversos estudios (Ai, 2012).

Considerando la estrecha relacion entre la regulacion del receptor CB1 y diferentes
des6rdenes  metabdlicos,  Sanofi-Aventis  desarrollé el primer farmaco
antagonista/agonista inverso selectivo del receptor CB1 conocido como Rimonabant
(SR141716, Acomplia®) (Menozzi, 2008) (Figura 3). Fue autorizado para su venta en la
Unién Europea (UE) en junio de 2006 bajo la indicacion terapéutica de “adyuvante de la
dieta y el ejercicio en pacientes obesos (IMC = 30 Kg/m?), o pacientes con sobrepeso
(IMC > 27 Kg/m?), o bien aquellos con factores de riesgo asociados, como la diabetes
tipo 2 o dislipidemias” (Comunicado 2008/12, AEMPS, 2008).

Cl cl

Cl

Figura 3. Rimonabant (Acomplia®) desarrollado por Sanofi-Aventis.

En 2009, se llevo a cabo el retiro del mercado de este medicamento, ya que se
identificd que las alteraciones psiquiatricas, en particular los trastornos depresivos, eran
un problema de seguridad mas relevante asociado al uso del medicamento
(Comunicado 2008/18, AEMPS, 2009).
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Como ya se mencion6 anteriormente, el mecanismo de accion del rimonabant es a
través del antagonismo del receptor CB1 en Organos periféricos tales como higado,
tejido adiposo y musculo esquelético y ha mostrado resultados interesantes al modular
funciones metabdlicas incluyendo la reduccion de la adipogénesis y de la hiperglicemia,
la termogénesis, incremento de la lipogénesis y la regulacion de la adiponectina. Se ha
demostrado que la administracion de antagonistas CB1, no solo contribuye a la pérdida
de peso, sino que también esta implicada en la sensibilizacién de la insulina y la

homeostasis de lipidos (Hernandez-Vazquez, 2013).

Empleando un modelo QSAR-3D de una serie de derivados 1,5-diarilpirazélicos
(Hernandez-Vazquez, 2012), se demostré que la presencia de grupos funcionales
voluminosos y con alta densidad electronica, en la posicion para del grupo fenilo del C5
del pirazol, son importantes para aumentar la afinidad por el receptor CB1. De igual
forma lo es la presencia de grupos voluminosos como sustituyentes del grupo fenilo del
N1; mientras que la presencia del grupo carbonilo en la posicion C3 también es
importante, debido a su capacidad para formar un puente de hidrégeno con la lisina 192
del receptor CB1. Esta interaccion es la que permite el efecto de agonista inverso que
presentan estos derivados y al cual se atribuyen los efectos periféricos como la
hipoglucemia. Por otro lado, para el grupo metilo en el C4 y la presencia de un N-enlace
al grupo carbonilo en la posicion C3 son importantes en el efecto antagonista, ya que

favorecen la  formacion de interacciones hidrofobicas (Figura  4).
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Aceptor de puente de
hidrogeno con Lys
192

Interacciones hidrofobicas
en el sitio de union del
receptor CB1

I

<N Grupos estéricos
N aumentan afinidad por

-B1

Grupos voluminosos y
aceptores de electrones, asi
como bloqueadores son
requeridos

Anillos aromaticos permiten
apilamiento con los dominios
aromaticos de CB1 (interaccion
antagonista).

Figura 4. Caracteristicas estructurales principales para mejorar la afinidad sobre el receptor
CB1 conservando la actividad de antagonista/agonista inverso (Adaptacién de Hernandez-
Vazquez, 2013).

2.3. Estrés oxidante y el papel de los antioxidantes

El estrés oxidante en las células y tejidos se presenta cuando hay una sobreproduccién
de especies reactivas, las cuales provocan un desajuste en la relacién
prooxidante/antioxidante de la célula, con tendencia favorable hacia el primero (Galano,
2012).

Son tres las alteraciones celulares que de forma directa ocasionan el estrés oxidante:

a) La sobreproduccion de especies oxidantes como H,O, y radicales libres,
como el anion superoxido (Oy).
b) La liberacion de complejos ibnicos presentes en algunas macromoléculas de

importancia bioldgica.
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c) La modificacion de las defensas contra los radicales libres.

Las condiciones para que se lleven a cabo dichas alteraciones pueden ser ocasionadas
por factores de naturaleza externa o bien factores enddgenos (Bandeira, 2013) (Tabla
3). A nivel enddgeno, las especies reactivas de oxigeno (ROS) son generadas
principalmente en la mitocondria, las cuales en condiciones normales son menos del

0.2% de oxigeno convertido a radicales.

Tabla 3. Factores que favorecen el estrés oxidante en el ser humano

Factores exdgenos

Factores endégenos

Alimentos

Dietas ricas en proteinas y lipidos
Xenobidticos pro-oxidantes
Dietas pobres en antioxidantes
Bebidas (café y alcohol)

Contaminantes

Humo de cigarros

O3, NO,, SO, hidrocarburos

Plaguicidas

Exposicion ocupacional (metales, asbesto)

Farmacos

Anticancerigeno
Psoralenos (furocumarinas)

Radiaciones

Radiacion ionizante
Radiacion ultravioleta
Microondas

Vida sedentaria

Ejercicio fisico exhaustivo
Procesos inflamatorios (crénicos)
Cancer

Isquemia/perfusion

Muerte celular

Estrés psicoldgico

Respiracion celular

Entre las especies reactivas que cobran mayor importancia se encuentra el anion
superoéxido (Oy), el 6xido nitrico (NO), el peroxido de hidrégeno (H20,) y el peroxinitrito
(ONOQ). Varias células y enzimas mitocondriales estan involucradas en la
desintoxicacion de las moléculas entre las que se encuentran: superoxido dismutasa

(SOD-): presente en el citosol como CuzZnSOD y en la mitocondria como MnSQOD, la
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glutation peroxidasa (GSH) y la catalasa (CAT). Otras enzimas antioxidantes son la
superoxido reductasa (SOR), peroxiredoxina (PRX), la glutatién reductasa (GR) y la
tioredoxin reductasa (TRX/TRXR) (Mokini, 2010).

En otro contexto, un antioxidante se define como una sustancia que en menor
concentracion con respecto a la del sustrato oxidable es capaz de retrasar o prevenir la

oxidacion de dicho sustrato.

Estos se clasifican en dos grupos:

Primarios o tipo 1, los cuales actian como aceptores/eliminadores de radicales
libres y asi capaces de retrasar o inhibir la etapa de iniciacién o interrumpir el

paso de propagacion de la autooxidacion.

Secundarios o tipo 2, actian a través de varios mecanismos para reducir la tasa
de reacciones de oxidacién; como ejemplo estan los quelantes para iones
metélicos prooxidantes o moléculas que proporcionan atomos de hidrégeno a los
antioxidantes primarios, descomponen especies no radicales, absorben radiacién

ultravioleta, o actian como eliminadores de oxigeno (Wanasundara, 2005).

El estrés oxidante, es un importante problema de salud publica, ya que se asocia al
desarrollo de numerosas enfermedades tales como céncer, trastornos cardiovasculares,
aterosclerosis, crecimiento fetal restringido y varios desordenes neuroldgicos, incluidas

las enfermedades de Parkinson y Alzheimer (Galano, 2012).
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2.3.1. Papel del sindrome metabdlico en la generacion de estrés oxidante.

Las alteraciones metabdlicas, asociadas a la hiperglicemia, muestran una fuerte
relacion con el estrés oxidante. La hiperglicemia se relaciona con la activacion de la via
del poliol, el incremento de la produccion de productos finales de glicosidacion
avanzada (AGEs), activacion de isoformas de la Proteina cinasa C (PKC) e incremento
de la via biosintética de la hexosamina; las cuales producen directamente dafio celular
y molecular, asi como un incremento en la produccion de oxidantes (Ogbera, 2010). A
continuacion se describird brevemente cada una de estas vias metabdlicas que se

activan durante un estado hiperglicémico.

-Via del Poliol: via de gran trascendencia en las complicaciones diabéticas, consta de
dos reacciones principales, 1) reduccién de la glucosa a sorbitol por medio de la aldosa
reductasa, y 2) la posterior transformacién de sorbitol a fructosa por medio de sorbitol
deshidrogenasa, consumiéndose en este proceso NADPH y NAD®. Normalmente el
metabolismo de glucosa por esta ruta es bajo, pero aumenta en estado de
hiperglicemia. La disminucién de las concentraciones citosolicas de NADPH dificultan la
generacion de glutation reducido por la enzima glutation reductasa, potenciando el
estrés oxidante. Por otra parte el incremento de la relacion NADH/NAD" produce la
inhibicion de la gliceraldehido-3-fosfato (G3P) deshidrogenasa e incrementa la

concentracion de metilglioxal (precursor de AGES).

-Productos Finales de la Glicosidacion Avanzada: ocurre entre un grupo ceto o aldehido
del azlcar reductor y los grupos amino libres de proteinas y aminoacidos
transformandose posteriormente a un producto de Amadori estable. El incremento de
los AGEs conlleva a: 1) la produccion de proteinas intracelulares modificadas con
alteraciones funcionales; 2) modificacion de los componentes de la matriz extracelular
por precursores de AGEs, ocasionando interacciones anormales con receptores
proteinicos (integrinas); 3) modificacion de proteinas plasmaticas que se unen a

receptores en células endoteliales, mesangiales o macrofagos induciendo la produccion
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de ROS y activando el factor nuclear kB (NF-kB) que origina modificaciones patoldgicas
en la expresion genética (Mohamed, 2004).

-Activacion de PKC: La hiperglicemia activa esta via como consecuencia de la uniéon de
AGEs a su receptor (RAGE’s) o activacién de la via del Poliol por el incremento de
ROS. Los parametros que se ven alterados por la actividad de las PKC son: 1)
disminucién de la 6xido nitrico sintetasa (NOs) endotelial (disminuyendo la produccién
de NO) e incremento de la endotelina 1, lo cual conduce a anormalidades del flujo
sanguineo; 2) induce la expresion del factor promotor de la permeabilidad en células del
musculo liso; 3) induce la expresion de factor de Crecimiento transformante 3, (TGF-B1)
el cual incrementa la produccion de proteinas como fibronectina y colageno tipo 1V,
propiciando la acumulacién de proteinas en la matriz microvascular y por lo tanto la
oclusion vascular; 4) sobreexpresion del factor inhibidor de la fibrindlisis (PAI-1),
activacion de NF-kB y regulacion de la activacibn de varias enzimas NADPH

dependientes asociadas a membranas.

-Activacion de la Via de las Hexosaminas: en esta ruta la fructosa-6-fosfato (F6P) es
derivada de la glicolisis hacia la produccién de sustratos para las reacciones que
requieren UDP-N-acetilglucosamina, como la sintesis de glicoproteinas. Se produce un
incremento en la transcripcion de TGF-a, TGF-B; y PAI-1, conduce a modificaciones en
la expresidén génica y a la expresion de proteinas que, en conjunto contribuyen a la

patogénesis de las complicaciones del diabético (Mohamed, 2004).

Por otro lado, altos niveles G3Py F6P van directamente a la via de los acidos
tricarboxilicos (TCA), incrementando la disponibilidad de NADH y FADH,. Como
consecuencia de ello, hay un incremento en el gradiente protonico mitocondrial que se
eleva hasta un nivel capaz de inhibir a C-lll (miembro del complejo macromolecular
enzimatico de transporte de electrones, correspondiente a la ubiquinona citocromo ¢
oxidoreductasa), para deprimir la respiracion celular con acumulacion de electrones en
la ubiquinona (C-I), la cual transfiere el exceso de energia a el O, con el consecuente
incremento de ROS (Mokini,2010).
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El estrés oxidante activa la via de sefalizacion de estrés, apoptosis, expresion de
genes, factor transcripcional y cinasas sensibles a procesos de oxido-reduccién, asi
como, la induccién de dafio a proteinas, DNA vy lipidos, acelerando la formacion de
AGEs y la activacion de la via homeostatica y funcion de la defensa celular. Las ROS
inducen la peroxidacion de lipidos, alteran la estructura y flujo de las membranas
biologicas, causando pérdidas secundarias de funcion catalitica de enzimas y promover
su degradacion (Mokini, 2010) (Figura 5).

‘ Hiperglicemia ‘

)

TGlucolisis/ Piruvato

)

Desacoplamiento de la mitocondria

“/1“/,’\ S
|
N7 N7 N7 Nz N2
TPCK TSenalizacion de estrés TAGEs THexosamina T Polioles
P — 1
TCitocinas Tlsoformas NOS
J/ L-arginina L-citrulina
TNADPH Oxidasa ’—’—97\%/02 \; + -NO
e
[ |
7»;:\; '-O - oxidacion Blodlsponlbllldad
'*7/\ y T LDL ' [ONOO-] 'NO
Cu*/Cu*2 /
Fe*z \
TPeroxidacion de Dano a proteinas y Bicfunciinvaseciilar

lipidos ADN

Complicaciones: Diabetes, Aterosclerosis, Hipertension, SM, Obesidad,

Neuropatias, etc.

Figura 5. Representacion esquemética de las vias de estrés oxidante, simbologia: AGEs:
Productos finales de la glicosidacion avanzada; NADPH: Nicotinamida adenina dinucle6tido
fosfato; NOS: Oxido nitrico sintasa; PKC: Proteina quinasa C; eNOS: Oxido nitrico sintasa
endotelial; LDL: Lipoproteinas de baja densidad; NO: Oxido nitrico; -O,: anién superoéxido; -OH:
radical hidroxilo; -ONOO: Peroxinitrilo (Adaptacién de Bandeira, 2013).
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Las células B pancreaticas son muy sensibles al estrés oxidante por su bajo contenido
en enzimas antioxidantes. El estrés oxidante modifica directamente el fenotipo de las
células endoteliales incrementando la expresion génica de citocinas proinflamatorias y
moléculas de adhesion, introduciendo el concepto etiopatogénico de inflamacion
cronica de bajo grado, la cual también contribuye al mecanismo patogénico de
resistencia a la insulina y aparicion de la diabetes mellitus tipo 2.También se ha
sugerido que los antioxidantes ejercen una influencia sobre las vias de sefalizacion,

mediadas por la insulina y el consumo de glucosa (Peydré 2005).

Basado en la fuerte evidencia del rol del estrés oxidante en la patogénesis del sindrome
metabdlico, el uso de antioxidantes representa un enfoque atractivo para su control. Es
de particular interés el descubrimiento de farmacos que muestren propiedades
antioxidantes importantes, los cuales podrian contribuir a la terapia de los multiples
padecimientos asociados.

2.4. Herramientas de la Quimica Farmacéutica para el disefio de farmacos.

Una de las metas de la Quimica Farmacéutica, es buscar la optimizacién de moléculas
que presenten actividad biolégica de interés, con mejores propiedades fisicoquimicas
que permitan tener una mejor “permeacion” celular, disminuir la union a proteinas y

disminuir el metabolismo de primer paso, entre otras.

En el caso de las enfermedades multifactoriales, como es el caso del SM, la hibridacion
molecular resulta ser una de las estrategias mas ampliamente utilizadas. La hibridacién
molecular se basa en la combinacion de dos porciones estructurales o moleculares de

principios activos capaces de desencadenar una respuesta bioldgica.
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Existen tres tipos de hibridos en los cuales:

1. Ambas entidades de la molécula hibrida interactian en el mismo sitio diana (Tipo
A).

2. Las dos entidades de la molécula hibrida interactian en dianas independientes
(Tipo B).

3. Las dos entidades de la molécula hibrida actian al mismo tiempo en dos sitios
de la misma diana (Tipo C) (Avendafio, 2001).
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El sindrome metabdlico es en la actualidad un problema serio de salud publica a nivel
nacional y mundial, ya que favorece el desarrollo de enfermedades cardiovasculares y
de diabetes mellitus tipo 2, donde la obesidad juega un papel central para el desarrollo

de estas patologias.

La terapia farmacologica tradicional sélo se ha enfocado al tratamiento de cada uno de
los componentes del sindrome, situacion que complica el tratamiento o prevencion del
mismo por el uso de varios farmacos con sus correspondientes problemas de co-
administracion y riesgo de presentar interacciones después de ingresar al organismo.
Por lo anterior, ¢ Sera posible contar con moléculas que puedan afectar al menos dos
de los componentes del SM para disminuir el numero de farmacos a utilizar en este

padecimiento?

4. HIPOTESIS

La conjuncion del acido 1,5-diarilpirazol-3-carboxilico (antagonista/agonista inverso
sobre el receptor de canabinoides tipo 1), con sustancias con propiedades
antioxidantes, dara origen a hibridos con accién dual destinadas a disminuir la obesidad
y el estrés oxidante, implicados en los inicios de las enfermedades cardiovasculares y

diabetes mellitus tipo 2.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Obtener moléculas que se comporten como hibridos, constituidas por una porcién 1,5-
diarilpirazolica y otra porcidn antioxidante, como posibles agentes terapéuticos contra el
estrés oxidante y la hiperglicemia.

5.2 Objetivos especificos

% Sintetizar y caracterizar por espectroscopia y espectrometria las siguientes

moléculas:

Cl

Cl

1. 5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N’-[(1E, 2E)-3-fenilaliliden]-4-metil-1H-pirazol-
3-carbohidrazida.

22



OBJETIVOS

Cl
Cl

2. 5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N’-[(E)-4-hidroxibenciliden]-4-metil-1H-pirazol-

3-carbohidrazida.
OH

3. 5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N -[(E)-3,4-dihidroxibenciliden]-4-metil-1H-
pirazol-3-carbohidrazida.

Cl

Cl
Cl
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4. 5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N -[(E)-4-hidroxi-3,5-dimetoxibenciliden]-4-

metil-1H-pirazol-3-carbohidrazida.

OH

Cl

5. 5-(4-c|orofeniI)-1-(3,4-dic|orofenil)-N’-[(1E, 2E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)aliliden]-
4-metil-1H-pirazol-3-carbohidrazida.
O—
/

o

O
N=
@l—}NH
\
/ N
N
Cl
Cl
Cl
6. 5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N -[(E)-3,4-dimetoxibenciliden]-4-metil-1H-
pirazol-3-carbohidrazida.
—Q OH
0

\
@] N-—i

NH
\!
/ N
N
cl
cl
Cl
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7. 5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N -[(1E, 2E)-3-(4-hidroxi-3,5-

dimetoxifenil)aliliden]-4-metil-1H-pirazol-3-carbohidrazida.

QOW
o

Q N

M NH

)
/ /N
N

Cl

Cl

8. 5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N -[(E)-(2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-
il)metiliden]-4-metil-1H-pirazol-3-carbohidrazida.
OH

Cl

Cl
9. 5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N -[(E)-2,4-dihidroxibenciliden]-4-metil-1H-

pirazol-3-carbohidrazida.
« Determinar cuali- y cuantitativamente la actividad antioxidante in vitro de los

compuestos sintetizados empleando la técnica de FRAP (Ferric Reducing

Antioxidant Power).
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% Determinar la capacidad de inhibiciébn de la peroxidacion de lipidos de los

compuestos sintetizados mediante el uso de la técnica del tiocianato.
% Llevar a cabo un estudio de acoplamiento molecular (Docking) con un grupo de
prueba de tres compuestos sintetizados y determinar su energia de unién

(AGunisn), empleando un modelo obtenido por homologia del CB1.

% Remitir los compuestos sintetizados a pruebas biolégicas para determinar su

actividad hipoglucemiante.
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6. Metodologia

En el presente apartado se muestra la ruta sintética seguida para obtener los
compuestos propuestos en los objetivos del presente trabajo, asi como la descripcion
breve de los modelos empleados de actividad antioxidante. Finalmente en el apartado
tres se detalla el proceso de la obtencién del modelo del receptor de canabinoides tipo

1, asi como el desarrollo del acoplamiento molecular (docking).

6.1 Parte quimica

En esta seccidn, se describe la metodologia seguida para la sintesis de los derivados
del acido 1,5-diarilpirazol-3-carboxilico. La ruta sintética seguida se divide en tres
apartados principales, la formacion del acido 1,5-diarilpirazdlico, posteriormente, la
formacién de la carbohidrazida del acido correspondiente y por Gltimo los productos
finales que se obtienen de la reaccién entre la carbohidrazida y diferentes aldehidos
propuestos. Lo anterior descrito se ilustra en el Esquema 1. La estructura general y

particular de los compuestos a obtener se resume en la Tabla 4.

27



METODOLOGIA

0 oL’ o
|-
L. LIHDS, metiliclohexans Y - a HaN—NH -~ ¢ 1.Maho  HaM._~=_.CI
f% oH ————= E“‘TJ\( ““{f{ _ | oS - | j
2. Ooalata de dietila h - .
- 2. 5nCl e
o u] Cl z cl
Cl ™= |3|"') v/;
L a0
1. EtOHMH 250 conc.
2. KOH/ELOH
u}
S N Hz j—
W/ 1. KOHEH \_/
~NH )
0 o
Ny L e i~ N
- 2. MMy bl ™= ey
fi -\\\\-‘"'—J\‘*N/N i I|
[l / 3. TFA [l e —
|:|"'J\\_,_¢:-J' =
T |
[ | =g
K"\
o Cl
cl
cl
14 13
1. THFfAcC O0H
2. Aldehido correspondierte
u] -
- HN=
\\_' ra
\_/L-NH
i -
|'III \\-I“')‘\N/N
f |
o
]
ey
e
Cl
19

Esquema 1. Panorama general de la ruta sintética a seguir.
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Tabla 4. Estructuras de los productos finales
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6.1.1 Sintesis del &cido 5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxilico.

El paso inicial en la sintesis de los compuestos 1-9, fue la obtencion de la 3,4-
diclorofenilhidrazina (10), empleando 3,4-dicloroanilina y nitrito de sodio en medio acido,
lo que permitid la formacién de la sal de diazonio correspondiente; posteriormente, con
el empleo de cloruro de estafio (ll) se llevo a cabo la reduccion para asi obtener la 3,4-

diclorofenilhidrazina (Esquema 2).

Cl NH, Cl NH
1.NaNO , H- “NH,
—_—
2. SnCl
Cl 2 Cl
10

Esquema 2. Formacion de la 3,4-diclorofenilhidrazina

Simultaneamente, se llevo a cabo la obtencion del compuesto tricarbonilico (11), cuya
sintesis inicia con la reaccién entre la 4-cloropropiofenona y el bis(trimetil)sililamiduro de
litio (LIHMDS), formando asi el enolato de litio correspondiente, el cual se hace
reaccionar con oxalato de dietilo para obtener la sal de litio del compuesto tricarbonilico

(Esquema 3).

2 1. LIHMDS tilcicloh S Li+ ?
L Li , metilciclohexano, -
J3hta U O\/
OH -
2. Oxalato de dietilo
O
Cl Cl
11

Esquema 3. Formacion de la sal de litio del 4-fenil-3-metil-2,4-dioxobutanoato de etilo.

La formacion del heterociclo (pirazol) se llevé a cabo mediante la ciclocondensacion de
los dos precursores mencionados anteriormente. Se hizo reaccionar la hidrazina 10 con

el éster 11 en condiciones de reflujo y catdlisis acida (Ver Esquema 4).
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Esquema 4. Ciclocondensacion (12) y posterior hidrdlisis para la formacion del acido 1,5-
diarilpirazol (13).

Posteriormente, el compuesto 12 fue sometido a una hidrolisis alcalina empleando
KOH, en agitacion a temperatura ambiente, formando de esta manera el acido 5-(4-
clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-carboxilico (13, Esquema 4). Este
intermediario se utiliz6 como sustrato para la obtencion de la carbohidrazida
correspondiente. Como primer paso se llevd a cabo la activacion del acido,
convirtiéndolo al correspondiente cloruro mediante el empleo de cloruro de tionilo en
condiciones de reflujo. Posteriormente, mediante un ataque nucleofilico al carbono sp?
del grupo carbonilo, se adicioné la hidrazina protegida con el grupo Boc. El grupo

protector se elimind en un paso posterior empleando &cido trifluoroacético (Esquema 5).

0
o)
0 NH,
H.C)4C H
OH 1. (HC)q OJ\NI-PI 2 N(H
/N S0C1 , Tolueno DIPEA, CHCI4 B
N R SR - .
cl 2. TFA ¢l N
cl al o
cl cl o
13 14

Esquema 5. Formacion del 1,5-diarilpirazol-3-carbohidrazida correspondiente
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6.1.2. Sintesis de las hidrazidas 1-9

Para la sintesis de los productos finales, se llevé a cabo la formacion de la hidrazona
entre el compuesto 14 y el aldehido correspondiente (Ver Tabla 4), empleando como
catalizador acido acético glacial y malla molecular como agente desecante en el medio
de reaccion (Esquema 6).

Q. NH, QA N=
NH NH
. . \
i/ \N 1. Aldehido correspond|e‘r_1_te /N'N
N 2. THF, AcOH cl
Cl
al cl
cl cl
14 1-9

Esquema 6. Reaccion general de la obtencion de las hidrazonas 1-9.

6.2. Actividad antioxidante

La evaluacion de la actividad antioxidante de las moléculas sintetizadas se realizd
mediante el empleo de dos metodologias: en primera instancia se determind la
capacidad de las hidrazonas sintetizadas de reducir el Fe (lll) a Fe (ll); este estado de
oxidacion es capaz de formar un complejo azul con 2, 4, 6-tris-(2-piridil)triazina (TPTZ)
que puede ser cuantificado por absorbancia en el espectro visible a 593 nm. Este
método se conoce como FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power por sus siglas en

inglés).

Por otro lado, en un modelo in vitro de lipoperoxidacion, se determina la capacidad de
las moléculas sintetizadas para inhibir la oxidacién del acido linoleico. Una mezcla de
reaccion que contiene acido linoleico y los compuestos sintetizados 1-9, fue expuesta a
condiciones de temperatura elevadas y posteriormente se hizo reaccionar
indirectamente con Fe (ll), el cual se oxida a Fe (Ill). El cation férrico en presencia de

tiocianato de amonio forma un complejo color rojo, el cual se cuantifica a 500 nm.
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6.2.1. Ensayo FRAP (ferric reducing antioxidant power)

Como se menciond anteriormente, uno de los métodos que se empled para evaluar la
capacidad antioxidante de la serie sintetizada fue el FRAP. Este método se basa en la
reduccién del complejo [Fe(lI)(TPTZ).)]*" a [Fe(I)(TPTZ),)]** por efecto de compuestos
con poder reductor. La determinacion se realiz6 de acuerdo con lo indicado por
Descalzo en 2007 con sutiles modificaciones. Se tomd una alicuota de 30 yL de la
muestra (concentraciones aproximadas de 4000, 1500, 800 y 400 uM disueltas en
DMF), a la cual se le adicionaron 90 pL de agua desionizada y 900 pL de una disolucién
de FRAP, compuesta por 2.5 mL de TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina 10mM) en HCI (40
mM), 2.5 mL de FeCl3-:6H,0 (20 mM) y 25 mL de buffer de acetatos (300mM pH=3.6).
Se emple6 como control negativo una muestra que contenia Unicamente TPTZ y el
disolvente de la solucién de FRAP (buffer de acetatos, 300mM pH=3.6), y un blanco
correspondiente a la disolucion de FRAP vy el disolvente con el cual se homogeneizo la
muestra (DMF). Las absorbancias se determinaron a 593 nm vy las lecturas se tomaron

a los 6 y 30 minutos de iniciada la reaccion. Las muestras se realizaron por triplicado.

La curva estandar se realizé con Trolox (acido 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-
carboxilico) en concentraciones de 600 a 25 uM. Los resultados se expresan como

equivalentes uM de Trolox/mg de muestra.
6.2.2. Inhibicion de la peroxidacion de lipidos.

La evaluacion de la proteccion a la peroxidacién de lipidos se llevé a cabo mediante la
técnica modificada de inhibicién de la oxidacién del acido linoleico descrita por Elmastas
en 2007. En primer lugar se prepar6 una disolucion de acido linoleico 2.5 % en etanol.
Para la mezcla de reaccion se emplearon: 1000 pL de la muestra en concentraciones
de 1 mg/mL y 0.5 mg/mL, 500 pL de buffer de fosfatos (40 mM, pH=7) y 500 uL de la
solucion de &cido linoleico al 2.5 %, se incubd a 40°C para acelerar el proceso de

oxidacion, con agitacion constante y en total oscuridad.
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La determinacion de los niveles de peroxidacién se llevaron a cabo siguiendo el método
de tiocianato: se tomaron 1400 uL de etanol y se adicionan 100 uL de tiocianato de
amonio al 30 % y 100 uL de la muestra que se encontraba previamente en incubacion.
Esta mezcla se dejé en agitacion por un periodo de 3 minutos, tras lo cual se
adicionaron 100 yL de FeCl, (20 mM) disuelto en una soluciéon de HCI (40 mM). La
absorbancia se determin6 a 500 nm.

De acuerdo con la técnica, a menor coloracion roja de la disolucion, mayor es la

capacidad de la muestra de inhibir la oxidacion del &cido linoleico.

6.3. Modelado Molecular (Docking)

La problemética en la actualidad del estudio del receptor CB1 humano es que no
existen registros cristalogréficos acerca de su estructura tridimensional, es por ello que
el presente apartado describe el proceso para el desarrollo del modelo del receptor CB1
gue se empled para el estudio de acoplamiento molecular (docking) de un grupo de

prueba representativo de las moléculas sintetizadas.

Como primer objetivo, se llevo a cabo la busqueda de la informacion relacionada con el
receptor CB1 de humano empleando el servidor NCBI. Posteriormente, con el uso del
servidor Protein Data Bank (PDB), se realizé la busqueda de la estructura cristalografica
del receptor, sin embargo, a la fecha solo se han descrito cuatro fragmentos resueltos
por Resonancia Magnética Nuclear (RMN), por lo cual se procedié a la busqueda de
proteinas con secuencia homoéloga al receptor, empleando para ello la base de datos
del PDB. De acuerdo a este andlisis, se eligié al receptor de Esfingosina-1-fosfato tipo |
de humano (PDB: 3V2Y) como plantilla para construir el modelo del receptor de
canabinoides tipo 1 (CB1).

Basados en analisis previos de dicho receptor (Gonzéalez, 2008), se realiz6 un ajuste de
la secuencia de aminoacidos, para llevar a cabo la construccion de la estructura

secundaria de la proteina. EI modelo tridimensional fue construido empleando la
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herramienta de Prime de Schrédinger version 9.5. Posteriormente se realizd la
minimizacion de energia del modelo final del receptor CB1 empleando el campo de
fuerza modificado GROMOS 96 43al (software GROMOS 4.5.5). La validacién del
modelo propuesto se realizO al comparar con una base de datos de proteinas
reportadas (PROCHECK), ademés de determinar el grado de confiabilidad del modelo
(QMEAN 6) y el célculo de los angulos ¢ (phi) y g (psi) de los aminoacidos que lo

componen (comportamiento conformacional, diagrama de Ramachandran).
La estructura tridimensional fue embebida en un fragmento de bicapa lipidica de 1-
palmitoil-2-oleil-sn-glicerol-3-fosfocolina (POPC), con el fin de obtener un modelo final

optimizado en condiciones reales.

Finalmente se llevd a cabo el acoplamiento en el receptor de los ligandos propuestos en

el presente trabajo (2, 6, 7) empleando el software AutoDock 4.2.
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6.4 Actividad hipoglucemiante

Para determinar la actividad hipoglucemiante se emplearon ratas Wistar previamente

diabetizadas con estreptozotocina.

Posteriormente los compuestos a probar se disolvieron en Tween 80 al 10 % en agua
(vehiculo) a una dosis de 50 mg/kg. Se administraron via intragastrica a grupos de
cinco ratas y se tomé como control negativo al vehiculo (1 mL/rata) y como control
positivo a la sulfonilurea glibenclamida a una dosis de 5mg/kg. Se recolectaron
muestras sanguineas por la vena de la cola a las 0, 3, 5y 7 horas después de la
administracion, midiéndose la glucosa con un glucémetro comercial. Se calculé el
porcentaje de la variacion de la glicemia en relacion a los niveles basales (0 h)

utilizando la ecuacion:

% variacion de la glicemia = [(Gx-G0) / GO] X 100

Donde GO corresponde a los niveles iniciales de glicemia y Gx los niveles a los tiempos
del estudio.

Los valores se expresaron como media + EEM vy la significancia se estimd por analisis
ANOVA, con un valor de p< 0.05.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.

En el presente apartado se profundizara sobre los resultados obtenidos y su
correspondiente analisis sobre la caracterizacion de las moléculas planteadas en el
objetivo del presente trabajo mediante el empleo de técnicas espectrométricas y
espectroscopicas convencionales; de igual forma, se describen los resultados obtenidos
de las pruebas de actividad antioxidante y del modelado molecular de las estructuras
2,6 y 7 con el receptor de canabinoides tipo I.

7.1. Parte quimica

7.1.1. Sintesis y caracterizacion de 5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-4-metil-1H-

pirazol-3-carbohidrazina.

En la sintesis planteada, el ultimo paso involucra la condensaciéon del anillo de pirazol-
3-carbohidrazida con diferentes aldehidos con posible actividad antioxidante. En este
sentido, para la formacion del anillo pirazélico,en primer lugar se llevé a cabo la sintesis
de la 3,4-diclorofenilhidrazina, mediante la formacién de la sal de diazonio a partir de la
3,4-dicloroanilina, empleando para ello nitrito de sodio en medio &cido, seguida de una
reduccion quimica con cloruro de estafio (Il) en un buen rendimiento (85 %). El segundo
intermediario a sintetizar fue el 4-(4-clorofenil)-3-metil-2,4-dioxobutanoato de etilo,
obtenido de la reaccién entre el enolato de litio de la 4-cloropropiofenona (formado con
la base bis(trimetilsilil) amiduro de litio), seguido de una reaccién de sustitucion
nucleofilica en el grupo carbonilo con oxalato de dietilo, formando asi una sal de litio

tricarbonilica con rendimientos relativamente buenos (80 %). Esquema 7.
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Cl NH, Cl NH
1. NaNOQ, H+ \NHz
—_—
2. 8nCl
Cl 2
10 (85%)
1. LIHMDS tilcicloh Q Li+ Q
. Li , metilciclohexano, .
3hta U O\/
OH >
2. Oxalato de dietilo
0O
Cl Cl
11 (80%)

Esquema 7. Intermediarios en la sintesis de 5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-4-metil-1H-

pirazol-3-carbohidrazida.

Con los dos anteriores intermediarios se propuso una ciclocondensacion en una
solucién de acido sulfarico/etanol, generando asi el pirazol-3-carboxilato de etilo. El
cual, fue convertido al 4cido carboxilico correspondiente por tratamiento con hidroxido
de potasio a temperatura ambiente, en un rendimiento de 76%. Debido a que es
considerado uno de los intermediarios claves para la sintesis de los productos finales,

este intermediario se caracterizé por técnicas espectroscopicas y espectromeétricas.

De acuerdo con la espectrometria de masas, este compuestos presenta un ion
molecular (M™) de 381 m/z, ademas de que pudo apreciarse la presencia del ion M+2
de 383 m/z. Por otro lado, el espectro de resonancia magnética nuclear de hidrogeno

fue analizado. (Tabla 5, Anexo II).

38



DISCUSION Y RESULTADOS
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Figura 6. Acido 5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-carboxilico, asignacion
numérica de los hidrogenos presentes en la molécula. NOTA: La numeracion se coloca de

forma arbitraria.

Se observa la sefial simple del metilo, que integran para tres hidrogenos a 2.2 ppm.
Los hidrégenos del anillo aroméatico en C5 del pirazol (en figura numerado como 6,
Figura 6), presentan un conjunto de sefiales del tipo AA'BB’, que integra para un total
de cuatro carbonos con un desplazamiento a 7.3 ppm. El hidrogeno en posicién 10,
presenta un sistema del tipo doble de dobles por efecto del hidrégeno en posicién 11 y
ademas la presencia de un protén adyacente en la posicién 14 del anillo, se aprecia con
un desplazamiento de 7.12 ppm y con constantes de acoplamiento de 8.8 y 2.4 Hz. El
hidrogeno en posicion 14, presenta una sefial doble a 7.67 ppm con J= 8.7 Hz vy
finalmente el hidrogeno en posicién 15 muestra una sefial doble a 7.85 ppm con J= 2.4
Hz.

39



DISCUSION Y RESULTADOS

Tabla 5. Resultados espectroscépicos y espectrométricos del intermediario principal.

Compuesto Resultado espectrométrico
0O Espectro 1. EM [FAB] m/z 381 (M"), 383 (M+2).
\\
4 15
N 1
5 // \ Espectro 2. RMN-"H (DMSO g, ® ppm) 2,21 (s,
= \5/3\N’N 3H, H-5), 7.12 (dd, 1H, H-10, J= 8.8 y 2.4 Hz),
N / h 7.35 (AA'BB’, 2H, H-6), 7.56 (AA'BB’, 2H, H-7),
1|0" \|1|4 7.67 (d, 1H, H-11, J= 8.7 Hz), 7.85 (d, 1H, H-14,
11. 13 _
\?2, ¢ J= 2.4 Hz).
Cl
Acido 5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-
4-metil-1H-pirazol-3-carboxilico.
MM: 381.6

Una vez corroborada la estructura del acido pirazol-3-carboxilico (13), se llevé a cabo la
activacion del &cido empleando cloruro de tionilo para asi obtener del cloruro de acido
correspondiente, el cual, en presencia del carbazato de terbutilo y el empleo de DIPEA
como base (para neutralizar el HCI que se libera de la reaccion), permitié la formacién
de la carbohidrazida-N-Boc protegida. Finalmente la carbohidrazida protegida se tratd
con acido trifluoroacético, para remover el grupo protector, obteniéndose la
carbohidrazida en un rendimiento de 72 %.

7.1.2. Obtencion de las N-acilhidrazidas 1-9.

Para obtener los compuestos finales, se hizo reaccionar la pirazol-3-carbohidrazida (14)
con el aldehido correspondiente a través de una reaccion de condensacion y asi
obtener las N-acilhidrazidas 1-9. La reaccion se vio favorecida por la adicion de acido
acético glacial empleado como catalizador, asi como el empleo de malla molecular que
permitieron eliminar el agua liberada de la reaccion y favorecer el equilibrio a la

formacion de los productos finales.
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El seguimiento de las reacciones descritas en este apartado se realiz6 mediante
cromatografia en capa fina en placas de gel de silice. La purificacién de los productos
finales se realiz6 por medio de columna cromatografica fase normal y la precipitacion
subsecuente con alcohol isopropilico. Los rendimientos obtenidos fueron de buenos a
moderados, mientras que la caracterizacion fisica de los compuestos finales, se realizo
mediante la determinacion del punto de fusion y la apariencia fisica de los soélidos
obtenidos (Ver Tabla 6).

Tabla 6. Propiedades fisicas y rendimientos de los compuestos obtenidos.

Compuesto | Rendimiento p.f (°C) Rf? Aspecto
(%)

1 58.4 163 -164 0.85 Sélido blanco
2 81,7 285 — 286 0.63 Solido beige
3 83,1 244 — 245 0.47 Solido blanco cristalino
4 53.7 269 0.65 Solido beige
5 46,8 213 - 214 0.78 Sdlido naranja
6 72.8 233 - 234 0.83 Solido beige
7 60,7 249 0.70 Solido amarillo
8 48.0 205 — 206 0.85 Sélido beige
9 74.7 274 - 275 0.70 Solido beige

Sistema de elucién mezcla CHCly/MeOH 90:10

En la Tabla 7, se presentan los datos generales de la espectroscopia de infrarrojo de
los productos finales, el cual fue el primer acercamiento en la elucidacion estructural de

cada uno estos.
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Tabla 7. Principales sefales de IR.

DISCUSION Y RESULTADOS

Cl
Cl

Tipo de enlace Tipo de vibracién Sefial (cm™)

-C-HC4 Estiramiento 2900
=C-H Estiramiento 3100-3000
-C=C- Estiramiento 1600-1450

-NH-C=0- Estiramiento 3350-3310 sobretono

1550

-O-CH3; Compuestos 4-7 Estiramiento 2820
-OH Compuestos 2-5, 7y Estiramiento 3500-3000

9

Las diferencias entre cada compuesto radican en la presencia de una banda en
aproximadamente 2820 cm™, pertenecientes a la vibracién de estiramiento O-CHs, de
aguellos grupos con sustituyente metoxilo (compuestos 4 al 7), o bien una banda entre
3000-3500 cm™, que pertenece a vibraciones de estiramiento del sustituyente O-H,

encontradas en la mayoria de los compuestos a excepcion de los compuestos 1, 6 y 8.

Por otro lado, las N-acilhidrazidas del 1-9, presentan un patron en resonancia
magnética nuclear de protbn muy similar para la porcion 1,5-diarilpirazolica,
identificAndose el siguiente perfil: una sefal simple que integra para tres hidrogenos en
aproximadamente 2.23 ppm perteneciente al grupo metilo unido al C4 del anillo pirazol.
A 7.34 ppm y 7.54 ppm se presenta un sistema del tipo AA'BB" que integra para un

total de cuatro hidrogenos, de los hidrogenos en posiciones 2 y 3 del grupo fenilo unido

42



DISCUSION Y RESULTADOS

al C5 del pirazol. Una sefial doble en aproximadamente 7.67 ppm que integra para un
hidrégeno con una constante de acoplamiento de 8.8 Hz y que se asigna al hidrégeno
en posicion 5 del fenilo unido al N1 del anillo pirazol. Una sefial doble de dobles con un
desplazamiento en aproximadamente 7.14 ppm y constantes de acoplamiento de 8.6 y
2.4 Hz, que corresponde al hidrégeno en posicion 6 al anillo fenilo enlazado al N1 del
anillo pirazol. En aproximadamente 7.81 ppm se puede apreciar una sefal doble con
una J= 2.4 Hz perteneciente al ultimo hidrégeno aromatico, el cual se encuentra en

posicion 2 del grupo fenilo unido a N1 del pirazol.

A continuacién se detallaran las sefiales de RMN-'H que son caracteristicas de cada

producto final.

El compuesto 1 (Figura 7), formado a partir del aldehido cinamico, ademas de las
sefales descritas anteriormente, presenta el siguiente patron de sefiales: una sefial
doble que integra para un hidrégeno a 8.33 ppm, el cual se encuentra enlazado al
carbono que forma en enlace N-acilhidrazida (H-17); un hidrégeno con una sefial doble
de dobles a 7.07 ppm, con constantes de acoplamiento de 8.4 y 16 Hz, que se
encuentran enlazados al segundo protén vinilico (H-18); una sefial doble a 7.00 ppm
gue integra para un hidrégeno y con una constante de acoplamiento de 16 Hz, que
corresponde al hidrégeno unido al tercer carbono del dieno (H-19). Cabe sefalar de
sefales, también se encuentra presente en los compuestos 5y 7, los cuales presentan
también en su estructura un dieno. Es importante sefialar que H-18 y H-19, presentan
constantes de acoplamiento de 16 Hz, lo cual es indicativo de la isomeria trans,

presente en estas estructuras.
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El compuesto 1, que es un anillo aromatico conjugado con un dieno, presenta sefiales
complejas a 7.35y 7.31 ppm (H-6), que integra para 3 hidrogenos, 7.42- 7.38 ppm (H-

22), que integran para 1 hidrégeno y finalmente 7.64- 7-62 ppm, que integran para un

hidrogeno.
=
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Figura 7. 5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N -[(1E, 2E)-3-fenilaliliden]-4-metil-1H-pirazol-3-

carbohidrazida.
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DISCUSION Y RESULTADOS

En el caso del compuesto 2 (Figura 8), formado a partir del 4-hidroxibenzaldehido (asi
como para los compuestos 3, 4, 6, 8 y 9), el hidrégeno unido al carbono de la N-acil
hidrazida se presenta como una sefial simple que integra para un hidrégeno en
aproximadamente 8.4 ppm. Esto se debe a que no existen hidrégenos adyacentes que
favorezcan un acoplamiento a través del enlace y, por tanto, presencia de multiplicidad.
Los dos protones adyacentes al grupo hidroxilo, presentan como una sefal simple, a
campo bajo (9.94 ppm). Los protones H-19 y adyacente, se presentan como sefiales

complejas entre 7.56 y 7.53 ppm
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Figura 8. 5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N -[(E)-4-hidroxibenciliden]-4-metil-1H-pirazol-3-

carbohidrazida.
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DISCUSION Y RESULTADOS

Para el compuesto 3 (Figura 9), ademas de las caracteristicas antes descritas, se
pueden observar dos sefiales complejas entre 9.43 y 9.30 ppm que integran para un
total de dos hidrégenos, los cuales pertenecen a los hidrégenos del grupo hidroxilo en
posiciones 3, 4 (respectivamente) del grupo fenilo proveniente del 3/4-

dihidroxibenzaldehido.
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Figura 9. 5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N -[(E)-(3,4-dihidroxibenciliden]-4-metil-1H-pirazol-

3-carbohidrazida.
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DISCUSION Y RESULTADOS

Por otro lado, el compuesto 4 (Figura 10), que se obtuvo por condensaciéon con el
siringaldehido, presenta una sefial simple a 3.83 ppm que integra para seis hidrogenos,
los cuales pertenecen a los grupos metoxilo unidos en la posicion 3, 5 al anillo
aromatico. El grupo hidroxilo presente en la molécula tiene un desplazamiento de 8.91

ppm y se presenta como una sefial simple que integra para un hidrégeno.
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Figura 10. 5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N -[(E)-4-hidroxi-3,5-dimetoxibenciliden]-4-metil-
1H-pirazol-3-carbohidrazida
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DISCUSION Y RESULTADOS

El espectro del compuesto 5 (Figura 11), ademas de los desplazamientos propios del
dieno, revela las siguientes sefales de importancia: una sefial simple a 3.83 ppm que
integra para tres hidrogenos los cuales pertenecen al grupo metoxilo en las posicion 3
del grupo fenilo. También se puede apreciar una sefial simple que integra para un
hidrogeno a 9.36 ppm y que pertenece al grupo hidroxilo en posicién 4 del grupo fenilo
derivado del 4-hidro-3-metoxicinamaldehido. ElI H-21 del mismo anillo aromatico, se
presenta como una sefial doble a 7.20 ppm con una constante de acoplamiento de 2
Hz, al igual el H-26 se muestra como otra sefial doble a 6.78 ppm con una J= 8 Hz.
Finalmente el hidrogeno numerado como 27 en la figura, se presenta como un doble de
dobles con constantes de acoplamiento y que integran para un solo hidrégeno J= 8.2y
2 Hz.
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Figura 11. 5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N -[(1E, 2E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)aliliden]-4-

metil-1H-pirazol-3-carbohidrazida
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DISCUSION Y RESULTADOS

Las seflales de importancia para el compuesto 6, derivado del compuesto 3,4-
dimetoxibenzaldehido, (Figura 12), son dos sefiales simples que se presentan a 3.81
ppm y 3.83 ppm y que pertenecen a los sustituyentes metoxilo en posicion 3y 4 al anillo
respectivamente, integran para un total de seis hidrégenos. El H-19, se presenta como
una sefial compleja a 7.35 ppm, e integra para un hidrogeno. El H-24, se muestra como
una sefal doble a 7.03 ppm con una J= 8.4 Hz. Finalmente el H-25 se presenta como
una sefal doble de dobles a 7.17 ppm con constantes de acoplamiento de 8.2y 2 Hz y

gue integra para un solo hidrégeno.
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Figura 12. 5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N -[(E)-(3,4-dimetoxibenciliden]-4-metil-1H-pirazol-

3-carbohidrazida
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DISCUSION Y RESULTADOS

En el caso del compuesto 7 (Figura 13), se presenta una sefial simple a 3.81 ppm, que
integra para un total de seis hidrégenos, que corresponden a los dos sustituyentes
metoxilo en posiciones 3, 5 del grupo aromatico derivado del trans 3,5-dimetoxi-4-
hidroxicinamaldehido, ademas de una sefial simple que integra para un hidrégeno a
8.73 ppm y que pertenece al hidrogeno del sustituyente hidroxilo en posicion 4. El valor
de las constantes de acoplamiento del hidrogeno 18 y 19 ayudan a confirmar la

isomeria trans, presente en la molécula.
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Figura 13. 5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N -[(1E, 2E)-3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)aliliden]-

4-metil-1H-pirazol-3-carbohidrazida
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DISCUSION Y RESULTADOS

Del compuesto 8 (Figura 14), los cuatro hidrégenos que se presentan a 4.28 ppm como
una sefial ancha, numerados en la figura como 21 y 22 del 1,4-dioxano derivado del
aldehido 1,4-benzodioxan-6-carboxialdehido. ElI H-19 presenta una sefal doble a 6.94

ppm con una J= 8.4 Hz. El H-19 se presenta como sefiales compleja a 7.21y 7.17 ppm,

respectivamente.
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Figura 14. 5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N -[(E)-(2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-il)metiliden]-
4-metil-1H-pirazol-3-carbohidrazida
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DISCUSION Y RESULTADOS

Finalmente, para el compuesto 9 (Figura 15), las sefiales importantes son: una sefial
simple a 9.96 ppm que integra para un hidrogeno perteneciente al sustituyente hidroxilo
en posicion 4 del grupo aromatico, y otra sefial simple pero a 11.52 ppm que integra
para un hidrégeno perteneciente al sustituyente hidroxilo pero en posicion 2 al anillo

aromatico. El aldehido del cual deriva este compuesto es el 2,4-dihidroxibenzaldehido.
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DISCUSION Y RESULTADOS

En el caso de los espectros de RMN de **C, se observan todas las sefiales y en
desplazamientos quimicos esperados, donde a radiofrecuencias bajas se localizan los
carbonos de los anillos aromaticos de cada compuesto, o bien los carbonos del dieno
para los compuestos 1, 5y 7. Una caracteristica importante es el mostrado por el grupo
metilo unido al C4 que presenta a un desplazamiento de 9.0 ppm en todos los
espectros obtenidos. Ademéas cada compuesto muestra diferenciasen el niamero y
desplazamiento quimico debido a un sustituyente unido a la N-acilhidrazona. Los
compuestos 1, 2, 3 y 9, no presentan otras sefales a radiofrecuencias altas, a
diferencia de los compuestos 4, 5, 6, 7 y 8, los cuales contienen en su estructura grupos
alquilo como sustituyentes (-CH3 o, -CH,), que permiten la presencia de sefales a

radiofrecuencias altas (cerca de 60 ppm).
Por otro lado, la masa molar se corroboré mediante la técnica de espectroscopia de

masas, mostrandose en la mayoria de los compuestos el ion molecular (M**), asi como

un patron (M+2) y (M+4), propio de los compuestos con sustituyentes halogenados.
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DISCUSION Y RESULTADOS

Tabla 8. Resultados espectroscépicos y espectrométricos de las carbohidrazidas 1-9.

Compuesto

Resultados espectrométrico y

espectroscopicos

/20_21
18_19
Q  N=T17
4 15_n11
\/2_1\/ i
(3} \
s/\// N
ClIm N\ 9
10> 14
Il
1. 13
1|2’ ~cl
Cl

5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N -[(1E, 2E)-
3-fenilaliliden]-4-metil-1H-pirazol-3-

carbohidrazida.

MM: 509.81

Espectro 3.EM [IE] m/z: 509(M").

Espectro 4. RMN-'H (DMSO_g, 8 ppm) 2,23 (s,
1H, H-4), 7.00 (d,1H, H-19, J=16 Hz), 7.07 (dd,
1H, H-18, J=8.6, 16 Hz), 7.14 (dd, 1H, H-10, J=
8.6, 2.4 Hz), 7.35-7.31 (sc, 3H, H-6, 34), 7.42-7.38
(sc, 1H, H-22), 7.53 (AA'BB’, 2H, H-7), 7.64-7.62
(sc, 1H, H-21), 7.68 (d, 1H, H-11, J=8.8), 7.81
(d,2H, H-14, J=2.4 Hz), 8.33 (d, 1H, H-17, J=8
Hz), 11.69 (s, 1H, H-16).

Espectro 5.RMN-*C (DMSO.¢, d ppm)

9.0 (C-4), 118.7 (C-2), 125.0 (C-10), 125.8 (C-18),
127.08 (C-14), 127.11 (C-21), 127.4 (C-5), 128.8
(C-22, 23), 129.0 (C-7), 130.7 (C-12), 130.8 (C-
11), 131.6 (C-13), 131.9 (C-6), 134.0 (C-8), 135.9
(C-20), 138.6 (C-9), 138.9 (C-19), 140.9 (C-3),
143.8 (C-1), 149.9 (C-17), 158.3 (C-15).

Espectro 6. IR (Reflectancia cm™)

3380.83, 1547.67 (-NH-C=0-), 3001.06, 3026.74,
3059.97 (=C-H), 2925.39 (-CHs), 1654.57 (-C=0),
1477.09 (-C=C-).
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Compuesto
JOH
21”22
(:\20
\
18_19
/
O\‘ N=17
4 15555
-NH
\/2_1\/ s
6 I\
/7//§5/3\ .
A
Cl — 9
10714
| ]!
1113
S el
Cl

5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N"-[(E)-
4-hidroxibenciliden]-4-metil-1H-pirazol-3-
carbohidrazida.

MM: 499.78

DISCUSION Y RESULTADOS

Resultados espectrométrico y espectroscépicos

Espectro 7. EM [IE] m/z: 502(M+2).

Espectro 8. RMN-"H (DMSO_g, & ppm)

2.23(s, 1H, H-4), 6.85 (AA'BB’, 2H, H-20), 7.13 (dd, 1H,
H-10, J= 8.8, 2.4 Hz), 7.33 (AA'BB’, 2H, H-6), 7.56-
7.53 (sc, 4H, H-19, 7), 7.65 (d, 1H, H-11, J= 8.8 Hz),
7.81 (d, 1H, H-14 J=2.4 Hz), 8.43 (s, 1H, H-17), 9.94 (s,
1H, H-20), 11.56 (s, 1H, H-16).

Espectro 9. RMN-'*C (DMSO_g, 5 ppm)

9.0(C-4), 115.8 (C-7), 118.7 (C-2), 124.9 (C-10), 125.4
(C-18), 127.0 (C-14), 127-4 (C-5), 128.8 (C-19), 129.0
(C-15), 130.6 (C-12), 130.8 (C-11), 131.6 (C-14), 131.9
(C-6), 134.0 (C-8), 138.6 (C-7), 140.9 (C-3), 144.0 (C-
1), 148.2 (C-17), 158.1 (C-15), 159.4 (C-21).

Espectro 10. IR (Reflectancia cm™)
3323.04, 1219.55 (-O-H), 3184.49, 3095.16 (=C-H),
2925. 43 (-C-H3), 1666.99 (-C=0), 1540.86 (-N-H-),
1597.62, 1511.81, 1475.07 (-C=C-).
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DISCUSION Y RESULTADOS

Compuesto Resultado espectrométrico y espectroscéopicos

5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N"-[(E)-
3,4-dihidroxibenciliden]-4-metil-1H-pirazol-

3-carbohidrazida.

MM: 515.78

Espectro 11. EM [IE] m/z: 516 (M+1)

Espectro 12. RMN-'H (DMSO_g,  ppm)

2.23 (s, 1H, H-4), 6.79 (d, 1H, H-24, J=8), 6.92 (dd, 1H,
H-25, J= 8.4, 2), 7.13 (dd, 1H, H-10, J= 8.6, 2.4), 7.23
(d, 1H, H-19, J=2), 7.34 (AA'BB’, 2H, H-6), 7.54
(AA'BB’, 2H, H-7), 7.66 (d, 1H, H-11, J= 8.8), 7.81 (d,
1H, H-14, J= 2.4), 8.35 (s, 1H, H-17), 9.30 (sa, 1H, H-
23), 9.34 (sc, 1H, H-22), 11.51 (s, 1H, H-16).

Espectro 13. RMN-**C (DMSO_g, 5 ppm)

9.0 (C-4), 112.7 (C-19), 115.6 (C-24), 118.6 (C-2),
120.5 (C-25), 124.9 (C-10), 125.8 (C-18), 126.9 (C-14),
127.4 (C-5), 129.0 (C-7), 130.6 (C-12), 130.8 (C-11),
131.6 (C-13), 131.9 (C-6), 134.0 (C-8), 138.6 (C-9),
140.8 (C-3), 144.0 (C-1), 145.7 (C-20), 147.9 (C-21),
148.4 (C-17), 158.1 (C-15).

Espectro 14. IR (Reflectancia cm™)

3561.24, 3542.21, 1288.01 (-OH), 3131.44 (=C-H),
1666.03 (-C=0), 1514.93 (-NH-), 1590.20, 1474.57 (-
c=C-).
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Compuesto Resultado espectrométrico y espectroscéopicos

—0Q /%H
21
/
J8=19 a3
Q‘ N=17
4 15_, 1
\/2_1\/ N
8 N\
[7/ %5—/3\ N
8
ClmN\= )
i
11, 13
\]2’ ~cl
Cl

5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N"-[(E)-
4-hidroxi-3,5-dimetoxibenciliden]-4-metil-
1H-pirazol-3-carbohidrazida.

MM: 559.83

Espectro 15. EM [IE] m/z: 560(M"), 562 (M+2).

Espectro 16. RMN-'H (DMSO_g, 8 ppm)

2.23 (s, 3H, H-4), 3.83 (s, 6H, H-23), 6.97 (s, 2H, H-19),
7.13 (dd, 1H, H-10, J= 8.6, 2.4 Hz), 7.34 (AA'BB’, 2H,
H-6), 7.65 (AA'BB’, 2H, H-7), 7.66 (d, 1H, H-11, J=8.8
Hz), 7.82 (d, 1H, H-14, J=2.4 Hz), 8.41 (s, 1H, H-17),
8.91 (s, 1H, H-22), 11.63 (s, 1H, H-16).

Espectro 17. RMN-*C (DMSO.¢, & ppm)

9.0(C-4), 56.0 (C-23), 104.5 (C-19), 118.7 (C-2), 124.6
(C-18), 124.9 (C-10), 127.0 (C-14), 127-4 (C-5), 129.1
(C-7), 130.6 (C-12), 130.8 (C-11), 131.6 (C-13), 131.9
(C-6), 134.0 (C-8), 137.9 (C-21), 138.6 (C-9), 140.9 (C-
3), 144.0 (C-1), 148.2 (C-20), 148.5 (C-17), 158.2 (C-
15).

Espectro 18. IR (Reflectancia cm™)

3251.58, (-OH), 3087.37, 3059.09 (=C-H), 2955.11,
2932.62 (-CHj), 2836.49 (-O-CHj), 1667-31 (-C=0),
1554.36 (-NH-), 1512.25, 1477.65 (-C=C-), 1208.56 (-
C=C-0-).
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Compuesto Resultado espectrométrico y espectroscéopicos

Espectro 19. EM [IE] m/z: 556(M").

OH
<34
2\{%;2_0 Espectro 20. RMN-H (DMSO 4, & ppm)
il B 2.23 (s, 3H, H-4), 3.83 (s, 3H, H-25), 6.78 (d, 1H, H-26,
L ey J= 8 Hz), 6.87 (d, 1H, H-18, J=16.4 Hz), 6.96 (dd, 1H,
AN /
e j—\\N ° H-19, J= 16 y 8 Hz), 7.03 (dd, 1H, H-27, J=8.2 y 2 Hz),
N5\, -

Cl,s’/\) ) 7.15 (dd, 1H, H-10, J= 8.8, 2.4 Hz), 7.20 (d, 1H, H-21,
]‘:’\@: J=2 Hz), 7.33 (AA'BB’, 2H, H-6), 7.54 (AA'BB’, 2H, H-
\ij “al 7), 7.67 (d, 1H, H-11, J=8.6 Hz), 7.81 (d, 1H, H-14,

J=2.4 Hz), 8.28 (s, 1H, H-17, J= 8.4 Hz), 9.36 (s, 1H, H-
24), 11.58 (s, 1H, H-16).

Espectro 21. RMN-**C (DMSO_g, 5 ppm)

9.0 (C-4), 55.6 (C-25), 110.2 (C-21), 115.6 (C-26),
118.6 (C-2), 121.2 (C-27), 122.9 (C-18), 124.9 (C-10),
127.0 (C-14), 127.4 (C-20), 127.6 (C-5), 129.0 (C-7),
130.6 (C-12), 130.8 (C-11), 131.6 (C-13), 131.9 (C-6),
134.0 (C-8), 138.6 (C-9), 139.5 (C-19), 140.9 (C-3),
143.9 (C-1), 147.8 (C-23), 150.4 (C-17), 158.1 (C-15).

5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N"-[(1E,
2E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)aliliden]-4-

metil-1H-pirazol-3-carbohidrazida.

MM: 555.84

Espectro 22. IR (Reflectancia cm™)

3535.69, 3251.97 (-OH), 3093.14 (=C-H), 2966.11,
2939.76 (-CHj), 2841.63 (-O-CHj), 1668.27 (-C=0),
1527.75 (-NH-), 1592.51, 1475.06 (-C=C-), 1207.98 (-
C=C-0-).
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Compuesto Resultado espectrométrico y espectroscépicos

0-22
=21 a3
R 20
N\ 70
/18_1
O\. N=17
4 15_n i}
-NH
6 /AR
;?/%5/3\ N
Clm N\= 9
1|o?\1i4
|
11,18
1|2 Cl
Cl

5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N"-[(E)-
3,4-dimetoxibenciliden]-4-metil-1H-pirazol-

3-carbohidrazida.

MM: 543.83

Espectro 23. EM [IE] m/z: 544(M"), 546 (M+2).

Espectro 24. RMN-'H (DMSO_g, & ppm)

2.23 (s,3H, H-4), 3.81 (s, 3H, H-23), 3.83 (s, 3H, H-22),
7.03 (d, 1H, H-24, J= 8.4 Hz), 7.14 (dd,1H, H-10, J=
8.6, 2.4 Hz), 7.17 (dd, 1H, H-25, J= 8.2, 2 Hz), 7.34
(AA'BB’, 2H, H-6), 7.35 (sc, 1H, H-19), 7.54 (AA'BB’,
2H, H-7), 7.66 (d, 1H, H-11, J= 8.8 Hz), 7.82 (d, 1H, H-
14, J= 2.4 Hz), 8.46 (s, 1H, H-17), 11.65 (s, 1H, H-16).
Espectro 25. RMN-**C (DMSO_g, 5 ppm)

9.0 (C-4), 55.5 (C-22), 55.6 (C-23), 108.0 (C-19), 111.5
(C-24), 118.9 (C-2), 122.0 (C-25), 124.9 (C-10), 127.0
(C-14), 127.1 (C-18), 127.4 (C-5), 129.0 (C-7), 130.6
(C-12), 130.8 (C-11), 131.6 (C-13), 131.9 (C-6), 134.0
(C-8), 138.6 (C-9), 140.9 (C-3), 143.9 (C-1), 148.0 (C-
17), 149.1 (C-20), 150.8 (C-21), 158.2 (C-15).
Espectro 26. IR (Reflectancia cm™)

3184.19, 3077.53, 3006.75 (=C-H), 2958.63, 2933.24 (-
CHa3), 2839.24 (-O-CH,), 1648.46 (-C=0), 1511.79 (-
NH-), 1575.28, 1478.82 (-C=C-), 1264.97, 1240.46 (-
C=C-0-).
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Compuesto Resultado espectrométrico y espectroscéopicos

—0  OH
/
p 2 24
\
/22‘Q
20=21 25
/1 8-19
Q N=17
4 15-NH
N/ e

5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N"-[(1E,
2E)-3-(4-hidroxi-3,5-dimetoxifenil)aliliden]-

4-metil-1H-pirazol-3-carbohidrazida.

MM: 585.87

Espectro 27. EM [IE] m/z: 586(M").

Espectro 28. RMN-'H (DMSO_g, 8 ppm)

2.23 (s, 3H, H-4), 3.81 (s, 6H, H-25), 6.88 (d, 1H, H-19,
J=16 Hz), 6.92 (s, 2H, H-21), 7.01 (dd, 1H, H-18, J=
25.8, 9.2 Hz), 7.14 (dd, 1H, H-10, J= 8.6, 2.4 Hz), 7.33
(AA'BB’, 2H, H-6), 7.54 (AA'BB’, 2H, H-7), 7.66 (d, 1H,
H-11, J=8.4 Hz), 7.81 (d, 1H, H-14 J= 2.4 Hz); 8.29 (d,
1H, H-17, J= 8.8 Hz), 8.73 (s, 1H, H-24), 11.59 (s, 1H,
H-16).

Espectro 29. RMN-**C (DMSO_g, 5 ppm)

9.1 (C-4), 56.0 (C-25), 104.8 (C-21), 118.7 (C-2), 123.4
(C-18), 125.0 (C-10), 126.5 (C-20), 127.1 (C-14), 127.4
(C-5), 129.0 (C-7), 130.6 (C-12), 130.8 (C-11), 131.6
(C-13), 131.9 (C-6), 134.0 (C-8), 136.8 (C-23), 138.6
(C-9), 139.7 (C-19), 140.9 (C-3), 143.9 (C-1), 148.1 (C-
22), 150.2 (C-17), 158.1 (C-15).

Espectro 30. IR (Reflectancia cm™)

3276.15, (-OH), 3071.89, 3030.24 (=C-H), 2989.28,
2959.58, 2937.22 (-CHj3), 2837.37 (-O-CHg), 1665.90 (-
C=0), 1539.78 (-NH-), 1593.62, 1514,55 (-C=C-),
1251.99, 1201-14 (-C=C-0O-).
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Compuesto Resultado espectrométrico y espectroscopicos
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5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N"-[(E)-
(2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-il)metiliden]-4-
metil-1H-pirazol-3-carbohidrazida.

MM:541.81

Espectro 31. EM [IE] m/z: 542(M"), 544 (M+2).

Espectro 32. RMN-'H (DMSO_g, 8 ppm)

2.23(s, 3H, H-4), 4.28 (sc, 4H, H-21), 6.94 (d, 1H,
H-19, J= 8.4 Hz), 7.14 (dd, 1H, H-10, J= 8.8, 2.8
Hz), 7.21-7.17 (sc, 2H, H-19); 7.34 (AA'BB’, 2H, H-
6), 7.55 (AA'BB’, 2H, H-7), 7.66, (d, 1H, H-11,
J=8.8 Hz), 7.82 (d, 1H, H-14, J= 2.8 Hz), 8.42 (s,
1H, H-17), 11.65 (s, 1H, H-16).

Espectro 33. RMN-*3*C (DMSO_g, 5 ppm)

9.0 (C-4), 64.0 (C-21), 64.3 (C-22), 115.2 (C-19),
117.5 (C-23), 118.7 (C-2), 120.7 (C-24), 124.8 (C-
10), 126.9 (C-14), 127.4 (C-5), 127.8 (C-18), 129.0
(C-7), 130.6 (C-12), 130.8 (C-11), 131.6 (C-13),
131.9 (C-6), 134.0 (C-8), 138.6 (C-9), 140.9 (C-3),
143.6 (C-20), 143.9 (C-1), 147.5 (C-17), 158.2 (C-
15).

Espectro 34. IR (Reflectancia cm™)

3330.15, 1549.19 (-NH-C=0), 3063.69 (=C-H),
2922.60, 2875.66 (-CH3), 1669.84 (-C=0), 1506.10,
1477.12 (-C=C-), 1259.09, 1240.27 (-C=C-O-).
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Compuesto Resultado espectrométrico y espectroscéopicos
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5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N"-[(E)-
2,4-dihidroxibenciliden]-4-metil-1H-pirazol-

3-carbohidrazida.

MM: 515.78

Espectro 35. EM [IE] m/z: 516(M").

Espectro 36. RMN-'H (DMSO g, 8 ppm)

2.24 (s, 3H, H-4), 6.32 (d, 1H, H-20, J=2.4 Hz), 6.37
(dd, 1H, H-22, J= 8.4, 2.4 Hz), 7.14 (dd, 1H, H-10,
J=8.6, 2.4 Hz), 7.25 (d, 1H, H-23, J= 8.4 Hz), 7.34
(AA'BB’, 2H, H-6), 7.54 (AA'BB’, 2H, H-7), 7.67 (d, 1H,
H-10, J= 8.8 Hz), 7.82 (d,1H, H-14, J=2.4 Hz), 8.61 (s,
1H, H-17); 9.96 (s, 1H, H-24), 11.52 (s, 1H, H-25),
11.90 (s, 1H, H-16).

Espectro 37. RMN-**C (DMSO_g, 5 ppm)

8.9 (C-4), 102.7 (C-20), 107.7 (C-22), 110.5 (C-18),
118.7 (C-2), 124.8 (C-10), 127.0 (C-14), 127.3 (C-5),
129.0 (C-7), 130.6 (C-12), 130.8 (C-11), 131.4 (C-23),
131.5 (C-13), 131.8 (C-6), 138.6 (C-9), 139.0 (C-8),
140.9 (C-3), 143.5 (C-1), 149.5 (C-17), 157.8 (C-15),
159.5 (C-19), 160.6 (C-21).

Espectro 38. IR (Reflectancia cm™)

3321.48, 3252.35, 1217.47 (-OH), 3093.47 (=C-H),
2978.29 (-CH,), 1669.10 (-C=0), 1535. 65 (-NH-),
1535.65, 1477.13 (-C=C-).

7.2. Anélisis elemental

Finalmente, para complementar la

informacion

recabada en la caracterizacion

espectroscopica y espectrométrica, se llevo a cabo el analisis elemental de cada uno de

los compuestos sintetizados, sin embargo, como se observa en la Tabla 9, debido a las

capacidades del equipo empleado, sdlo fue posible la determinacion de la proporcion de
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carbono, hidrégeno y nitrégeno, los resultados experimentales se manejan con un 0.4

% de intervalo de confianza derivado de las caracteristicas del equipo.

La técnica es sumamente sensible, por lo que, la presencia de trazas de disolvente o
bien pequenas impurezas en los compuestos, hace que los valores obtenidos
(principalmente para carbono e hidrogeno), no concuerden con los valores teéricos, sin
embargo, como se observa las variaciones se presentan después del punto decimal, lo
cual nos lleva a asegurar los

que resultados obtenidos experimentalmente

corresponden a los valores teoricos calculados.

Tabla 9.- Proporcién elemental de los compuestos sintetizados.

Compuesto %§ % C exp. %_H % H exp. %.N % N exp. %9 %(.:I
tedrico | (£0.4%) |tedrico | (+0.4%) | tedrico | (x0.4%) | tedrico | tedrico
1 61.25 61.74 3.76 3.22 10.99 11.10 20.86 3.14
2 57.68 58.17 3.43 2.81 11.21 11.43 21.28 6.40
3 55.89 55.86 3.32 2.76 10.86 11.08 20.62 9.31
4 55.78 56.37 3.78 3.19 10.01 10.21 19.00 11.43
5 58.34 58.43 3.81 3.99 10.08 9.66 19.13 8.64
6 57.42 57.56 3.89 3.31 10.30 10.50 19.56 8.83
7 57.40 57.91 3.96 3.72 9.56 9.28 18.15 10.92
8 57.64 57.89 3.53 2.82 10.34 10.46 19.63 8.86
9 55.89 56.07 3.32 2.51 10.86 11.32 20.62 9.31

7.3. Actividad antioxidante.

El incremento en la produccion de especies reactivas de oxigeno, resulta en la
acumulacion de dafio oxidante a proteinas, lipidos y ADN. Estudios recientes sugieren
gue la longevidad esta asociada con el incremento de la resistencia vascular a altos

niveles de estrés oxidante inducidos por glucosa en la mitocondria (Luga, 2012).
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El estudio de compuestos con capacidad para atrapar radicales libres, frecuentemente
referidos como antioxidantes, es un area importante de investigacion. Sin embargo, el
estudio de esta habilidad es de vital importancia para entender los efectos protectores y

también disefar estrategias contra el estrés oxidante (Medina, 2013).

7.3.1. Ensayo FRAP

La mayoria de los métodos no enziméticos para determinar actividad antioxidante
involucran procesos redox. Ejemplo de lo anterior es el ensayo de FRAP (Ferric
Reducing Antioxidant Power), el cual se basa en la capacidad de los antioxidantes en
reducir moléculas de Fe (lll) a Fe (ll), siendo este ultimo capaz de formar un complejo
azul con TPTZ, que se cuantifica por su absorbancia en el espectro visible a 593 nm
(Figura 16).

Figura 16. Complejo [Fe(I)(TPTZ),J** A= 593 nm.
La reaccion llevada a cabo se ejemplifica de la siguiente manera:
Fe(TPTZ),*" + ArOH — Fe(TPTZ),?" + ArO" + H*

En las Tablas 10 y 11, se presentan los resultados del ensayo de FRAP obtenidos de

cada molécula sintetizada, esta técnica permite determinar la capacidad de una
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molécula de reducir el Fe (lll) a Fe (ll). Los resultados se expresan en uM equivalentes

de Trolox (empleado como curva de calibracion, Anexo lll) por cada mg de compuesto.

Se realizan dos mediciones de acuerdo con el tiempo de reaccion entre el compuesto y

la solucion de FRAP a 6 minutos y 30 minutos de iniciada la reaccion.

Tablal0. Efecto antioxidante medido en uyM TE/ mg de compuesto, determinado a 6 minutos de

iniciada la reaccion.

Concentracion 4000 uM 1500 uM 800 uM 400 pM 200 uM
Compuesto MM TE/ mg de compuesto

1 3.574 1.424 0.711 0.356 --
2 3.628 1.450 0.725 0.363 --
3 >CC 1.433 0.714 0.357 0.221
4 >CC 1.425 0.709 0.354 0.219
5 3.597 1.430 0.714 0.356 --
6 3.427 1.369 0.684 0.342 --
7 >CC 1.423 0.709 0.353 0.219
8 3.497 1.396 0.698 0.349 --
9 3.618 1.440 0.720 0.360 --

>CC: Resultado no determinado, para la concentraciones de 4000 uM, la lectura obtenida durante el

ensayo es mayor al valor maximo de absorbancia obtenido, en la curva de calibracién por lo cual se

descarta dicho resultado y se realiza una dilucién de la muestra a una concentracién de 200 uM.
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Tabla 11. Efecto antioxidante medido en uM TE/ mg de compuesto, determinado a 30 minutos

de iniciada la reaccion.

Concentracion 4000 uM 1500 uM 800 uM 400 pM 200 Mm
Compuesto MM TE/ mg de compuesto
1 24.919 3.985 1.277 0.420 --
2 11.893 3.638 1.624 0.734 --
3 >CC 18.827 5.616 1.868 1.071
4 >CC 24.687 8.145 2.686 1.231
5 67.860 14.651 4724 1.510 --
6 14.840 4.120 1.880 0.868 --
7 >CC 22.741 6.759 2.042 0.936
8 14.260 3.027 1.253 0.467 --
9 28.030 3.712 1.540 0.502 --

>CC:Resultado no determinado, para la concentraciones de 4000 uM, la lectura obtenida durante el

ensayo es mayor al valor maximo de absorbancia obtenido en la curva de calibracién por lo cual se

descarta dicho resultado y se realiza una dilucién de la muestra a una concentracion de 200 uM.

Se realiza el célculo de la CEso (Tabla 12), de los resultados obtenidos a las diferentes

concentraciones determinados a 30 minutos de iniciada la reaccion. El modelo que se

ajusta a una linea recta es el de Emax sigmoide (Anexo llI).

Tabla 12. CEsg del poder reductor de cada compuesto.

Compuesto

CEso

(UM)

1

378.07

330.43

233.33

208.75

328.40

328.39

211.53

350.75

©| O] N| of g | W N

419.97
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Como pudo apreciarse en las tablas mostradas anteriormente, el efecto es
concentracion-dependiente, es decir, la capacidad reductora es proporcional a la
concentracion de cada compuesto. Sin embargo se presentan diferencias significativas
entre cada sustancia sintetizada, de acuerdo con los resultados obtenidos, la capacidad

reductora en orden decreciente fue: 4>7>3> 6>5>2>9> 8y finalmente 1.

La mayor o menor capacidad de reducir el ion férrico a ferroso, esta relacionada con la
capacidad de cada molécula de estabilizarse después de la transferencia de un
electron. Los compuestos que presentan mayor efecto de resonancia, son los mas
estables. En este sentido el compuesto 4 derivado del siringaldehido y el compuesto 7
obtenido a partir del trans 3, 5-dimetoxi-4-hidroxicinamaldehido, son los que presentan
la mayor capacidad reductora, lo cual se debe a que en su estructura contiene un grupo
hidroxilo con dos grupos metoxilo adyacentes que favorecen la estabilizacién del radical
formado. Lo mismo aplica para el compuesto 1, el cual carece de hidroxilos capaces de
generar una transferencia de atomo de hidrogeno (HAT) o bien, ejercer un efecto

reductor a través del mecanismo SET (Ver mas adelante), (Galano, 2013).

Para evitar interferencias en la determinacion de la capacidad reductora de cada
muestra, se emplea un control negativo el cual contenia solucion de TPTZ vy buffer de
acetatos. La absorbancia obtenida fue restada a cada una de las lecturas realizadas

para las muestras.

Se describen tres mecanismos por medio de los cuales los compuestos que contienen
grupos fendlicos en su estructura (como los mostrados en el presente proyecto) y

presentan actividad antioxidante (Chiodo, 2010):

Inactivacion de radicales libres por transferencia de atomos de hidrogeno
(HAT), el cual se puede describir mediante la siguiente reaccion:
ArOH +R"— ArO" + RH
Siendo la especie formada RH inocua y el nuevo radical formado ArO®, menos reactivo

con respecto a R’, ya que se estabiliza por varios factores como son la deslocalizacion
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o el fenbmeno de conjugacion, asi como formaciéon de puentes de hidrégeno,

establecidos entre el R* y los grupos OH adyacentes.

El mecanismo de transferencia de un unico electrén (SET), proporciona un
electréon para ser donado a R™
ArOH + R* — ArOH™ + R
Siendo el anibn R una especie energéticamente estable con un numero par de
electrones, mientras que el cation ArOH™ es una especie menos reactiva que la

especie R".

Formacién de un radical aducto:
Ar + "OOR - [Ar-OOR]’

El ensayo de FRAP esta gobernado por la transferencia de un simple electron (Galano,
2013), el cual permite la reduccion del Fe** a Fe?'. La capacidad reductora esta
intimamente relacionada con la capacidad antioxidante, debido a que el dafio oxidante
causado por los radicales libres en las biomoléculas y componentes celulares, puede
ser revertido por las moléculas que tienen alta capacidad de donar electrones en

reacciones de oxido-reduccion (Garcia, 2010).

Por lo anterior es de esperar que los compuestos 4 y 7, presenten buena actividad
antioxidante, ya que fueron los que presentaron la mayor capacidad para reducir el i6n

férrico.
Una de las desventajas en el uso de esta técnica es que presenta valores no

representativos en analisis de muestras de tipo bioldgicas, ya que el complejo colorido

se forma a un pH= 3.6, es decir, mucho mas bajo que el pH fisioldgico.
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7.3.2. Ensayo peroxidacién de lipidos.

La peroxidacion lipidica es considerada uno de los mecanismos basicos involucrados
en el dafio celular y en muchas ocasiones es irreversible (Luga, 2012). Se ha

comprobado que contribuye significativamente al desarrollo de la aterosclerosis.

Las Especies Reactivas de Oxigeno inducen la peroxidacion de los lipidos alterando la
estructura y fluidez de las membranas bioldgicas (Mokini, 2010). Por lo que, el objetivo
perseguido en el presente apartado, fue determinar, cuales de moléculas sintetizadas,
presentan actividad para inhibir la peroxidacion del acido linoleico, como resultado, de

la inactivacion de los radicales libres, formados in situ.

En la Tabla 13, se presentan los resultados obtenidos de la capacidad de cada
sustancia para inhibir la peroxidacién de lipidos a dos concentraciones diferentes. La
determinacién se realiza empleando la técnica de tiocianato. Se realiza una
determinacion a las 64 horas de iniciada la reaccion.

Fe3t + SCN~ — [FeSCN]**

Tabla 13. Porcentaje de inhibicion de la peroxidacion de lipidos empleando la técnica de

tiocianato a 64 horas de iniciada la reaccion.

Compuesto % | concentracion % | concentracion 0.5

Img/mL mg/mL
1 71.54 64.09
2 70.96 92.59
3 77.10 90.50
4 69.13 90.98
5 72.59 90.98
6 68.87 90.18
7 74.74 92.27
8 74.06 89.53
9 78.30 91.63

% I: Porcentaje de inhibicién de la oxidacién del acido linoleico.
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El estudio de la formacion de perdxidos a partir de los lipidos en el cuerpo humano, esta
cobrando gran importancia, ya que se ha demostrado contribuye al desarrollo de la

aterosclerosis.

Como se puede apreciar en la tabla anterior, todos los compuestos sintetizados
presentan la capacidad de inhibir la peroxidacion de lipidos. Los compuestos que
presentaron la menor capacidad de inhibicion fueron el 1, 6 y 8, es decir, aquellos que
no contienen en su estructura al grupo hidroxilo, lo cual nos lleva a suponer que el
mecanismo por el cual se lleva a cabo la captacion de radicales libres es por
transferencia del hidrogeno del grupo hidroxilo; el radical formado también es
estabilizado por resonancia de cada una de las moléculas sintetizadas.

La transferencia de un atomo de hidrégeno es lo que ocurre entre el radical "OOCH3 y

los grupos OH presentes en la molécula (Chiodo, 2010).

Estos compuestos que contienen grupos fendlicos inhiben la peroxidacion de lipidos al
transferir un atomo de hidrégeno de un grupo hidroxilo al radical lipidico o al radical
lipidico peroxilo. Las estructuras formadas exhiben una alta estabilidad (Medina, 2013).

La técnica de inhibicidbn de la peroxidacion permite evaluar la actividad antioxidante
sobre especies reactivas de oxigeno, que son formadas normalmente a nivel fisiolégico,

a partir del proceso de peroxidacion de acidos grasos (Garcia, 2010).

7.4. Modelado molecular (Docking)

7.4.1. Construccion del modelo

De acuerdo con la informacién del servidor NCBI se sabe que el receptor de
canabinoides tipo 1 consta de una secuencia de 472 aminoéacidos (Figura 17) y que

pertenece al tipo de receptores acoplados a proteinas G, es decir, que posee siete
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dominios transmembranales, encontrandose principalmente en la membrana plasmatica

y se localiza en el cromosoma 6q14-q15 (Tabla 14).

El receptor CB1, pertenece a la clase A de los GPCR, la familia mas grande de proteinas
memebranales, y de gran importancia farmacoldgica, ya que participa en varios procesos como
son: la regulacion metabdlica, deseo, dolor y ansiedad. Farmacolégicamente se emplea, en el
tratamiento de las nauseas y vomito inducidos por la quimioterapia, el alivio del dolor

neuropatico y como estimulante del apetito en pacientes con SIDA (Ai, 2012).

Tabla 14. Caracteristicas del receptor de canabinoides CB1 obtenidas de NCBI.

Caracteristica Resultado
Entrada en NCBI P21554
Nombre del receptor CNR1_HUMAN
Organismo Humano
Regiones 7 regiones transmenbranales
Secuencia 472 aminoacidos
Datos de la
_ AAB18200.1
secuencia
10 20 30 40 50 €0
MESILDGLAD TTFRTITTDL LY¥VGSNDIQY EDIKGDMASEK LGYFPQKFPL TSFRGSPEFQE
70 80 90 100 110 120
KMTAGDNPQIL VPADQVNITE FYNKSLSSFK ENEENIQCGE NFMDIECFMV LNPSQQLATA
130 140 150 160 170 180
VLSLTLGTFT VLENLLVLCV TILHSRSLRCR PSYHFIGSLA VADLLGSVIF VYSFIDFHVF
190 200 210 220 230 240
HREDSRNVFL FKLGGVTASF TASVGSLFLT AIDRYISTHR PLAYKRIVTR PKAVVAFCLM
250 260 270 280 290 300
WTIATVIAVL PLLGWNCEEL QSVCSDIFPH IDETYLMFWI GVTSVLLLFI VYAYMYILWE
310 20 330 340 350 360
AHSHAVRMIQ RGTQEKSIIIH TSEDGKVQVT RPDQARMDIE LAKTLVLILV VLIICWGPLL
370 380 390 400 410 420
ATMVYDVFGK MNKLIKTVFA FCSMLCLLNS TVNPIIYALE SEKDLRHAFRS MFPSCEGTAQ
430 440 450 460 470
PLDNSMGDSD CLHKHANNAA SVHRAAESCI KSTVKIAKVT MSVSTDTSAE AL

Figura 17. Secuencia de amino&cidos del receptor CB1
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Al no contar con una estructura cristalizada del receptor canabinoides tipo 1, se llevo a
cabo la busqueda de proteinas homologas empleando para ello la base de datos del
servidor PDB (Tabla 15).

Tabla 15. Receptores homélogos al receptor CB1

% Ildentidad

) ) PDB Resolucién Puntuacion % (Después de
Entrada Plantilla Organismo Valor- E ) ) )
ID (A) (Score) Identidad alineamiento
con CB1)

Receptor de
P21453  esfingosina-1- Humano  3V2Y 2.80 310 5.0x10°% 31.0 20.163

fosfato Tipo |

Receptor de
P29274 adenosina Humano 4ElY 1.80 201 2.0x10™° 28.0 16.141

A2a
Meleagris

Receptor B- 4AM e
P0O7700 . gallopavo 2.30 201 2.0x10 28.0 18.310

adrenérgico J

(Pavo)

Receptor 5-

P28222  hidroxitriptami Human 41AR 2.70 190 3.0x10™"° 27.0 18.182
na 1B

Receptor B-2- 2RH 5
P07550 o Humano 2.40 187 8.0x10 26.0 16.284

adrenérgico 1

De los receptores acoplados a proteinas G que se lograron identificar en el servidor, el
gue cumple con los mejores criterios es el receptor de esfingosina-1-fosfato Tipo | (con
un porcentaje de identidad del 31.0%), el cual se empledé como plantilla (template) para

realizar la construccion del modelo del receptor CB1.

Con base en lo descrito por otros autores (Gonzéalez, 2008), se llevé a cabo un ajuste
de la secuencia de aminoacidos (Tabla 16), minimizando las regiones poco
conservadas dentro de la familia de receptores acoplados a proteinas G; como se

puede apreciar, al realizar el segundo corte el porcentaje de identidad aumenta a un
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25.9% con respecto al primer alineamiento aminoacidico que resulté ser del 20.16 %.
La secuencia final se presenta en la Figura 18.

Tabla 16. Ajustes realizados a la secuencia de aminoéacidos del receptor CB1.

Receptor de
Tipo de Receptor CB1 Esfingosina-1- % Posicién | Posicion
corte (P21554) Fosfato tipo 1 Identidad Idéntica Similar
(P21453)
INICIO 0-0 472 aa 382 aa 20.16 99 142
ler corte 16-326 472 aa 311 aa 19.16 91 113
2do
corte 110-412 346 aa 311 aa 25.99 92 114

1 NPQLVPADGVNIT---EF--YNKSLSSFEENEENIQCGENFMDIECFMVINPSQQLATAV 55 FP21554  CNR1_HUMAN

1 - VEDYVNY DI IVEHYNY TGKLNI SADKENSIKL-———--—————————————- TS5V 35 P21453 SlPRI_HUKAN
TIT: * * TITIRT .k

56  LSLILGTFIVLENLLVLCVILHSRSLRCERPSYHFIGSLAVADLLGSVIFVYSFIDFHVFH 115 P21554  CHNR1 HUMAN

38 JFILICEFIILENIF?LLIIWFT KEFHRPMYYFIGNLALSDLLAGVAYTANLLLSGATT 94 P21453 SlPRI_HUHAN
.o % ckkkeokd  k oae Rk kekkk kkeokkd ko2 e )

1164 REDSENVFLFELGGVIASFTASVGSLFLTATDEYISTARPLAYERIVIRPERVVAFCIMW 175 ©P21554  CHR1_HUMAN
95 YFLTPA”WFLREaSFF?ALSAS?FSLLAIAIERYITHLHHFLHN GSHNFELFLLISACW 153 ©P21453  51PR1_HUMAN

prrEER RRL kdodsRLa s v boator. ¥

176 TIAIVIAVLPLLGWNCEELQSVCSDIFPHIDETYIMFWIGVISVLLLFIVYAYM--YILW 233 ©P21554  CNR1_HUMAN

154 VISLILGGLPIMGWNCISALSSCSTVLELYHEHYILFCTTVFILLLLSIVILYCRIYSLV 2 P21453 S1PR1 HUMAN
R L R L L T T I T r O T T * -

iy
LEL]

234 FAHSHAVEMIQRGTQKSIITHTSEDGEVOVIRFDRARMDIRLAKTINLITVVLIICWGPL 293 P21554  CHR1_HUMAN

214 RIRSRRLTF--BEM----I-——--————- SKASRSSEKSLALLETVIIVLSVFIACWAPL 257 P21453  S1PR1_HUMAN
vrads = ow * * . Wt LT Rkmmwadk ek ki ke -

LATMVYDVEGEMNELI -KTVFAFCSMLCLLNSTVNPIIYALRSKDLRHAFRSMF 346 FP21554  CNR1_HUMAN

254
258 FILLLL]?GCP?FT"DILFRAEYFL? VINSGINPIIYTLINEEMERAFIRIM 311 P21453 S1PR1_HUMAN
ST LTI T T T T I T T T T P R PR P : -

Figura 18. Secuencia final, alineamiento receptor CB1/ receptor de esfingosina-1-fosfato tipo |

Empleando el software Schrédinger, asi como el andlisis consenso de la estructura
secundaria del receptor CB1 (Ver Anexo V), se realizé el alineamiento entre la plantilla
seleccionada y la secuencia de aminoacidos del receptor CB1 (Figura 19).
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—sp|P21554] CI\ ~~~~~~~~~~~~~ I'-IPQLUPADQ‘UI\IITEFYNKSLSSFKENEE QOCGENFMDIECFMYLNPSOOLAT LSLTLG
SPp| P21EEd | G EEEEEE————— . ————————————— EEEEEE——“
IV2Y A =s3a T T
IVWEY A METIIALSYIFCLYFAGAPGP TSVPLVELAHRSSVSDYWHNYD I IVEHYN Y TGELN IS ADKENS IKLTSVYFILICCH

el oo b Lo e I
—-sp| PE21554| CMRSLRClpsmGSlIFUYSF IDFHUFHR.DSRNUFLFKL.GVTASFT.SE
sp| Pz 1554 | (IEHHEERAEREHEEE - —————— - ——EEEEEEEEEEEEEE—————— EEEEEE-—EEEEEEE—
IWEY_A s=sa I X
IVEY A I I-NIF-L T.HKTKKF H~BEPF I-!I.Y-N-L S-AG.AYTANLLLSGATTY.L TP AQUFLREESNFVALSESEF

I T 1
-sp| P21554 | CHEEFL SIHR~P AYKRIUTRPKAW c anI.n.IUI.n. PL GIl]'NCEKLQSVCSDIFPHIDETYLI-IFIJI
B P21554] m ______ N nmmR
IWEY_A s=sa
IVEY A S.LAI-E-THLKHK.H ~~~~~ NGSNNFRL.L.ISACWISLI.GG.PIHGI:]'NCISALSSCST‘ULPLYHKHYIL
. L B N e e e e e e
—2p| P21554 | CMEVITSEBLLEF IVY AV Y ILVKAHSHL ORGTORE T L THT - o oo oo oo oo o oo o o o i i o i o i i i i P i i i
=p|P21554| H ————— QR ~ ~ -~ = = = = o e e e e
3WEZY A ssa = = = T y
IVEY A FCETEFTLLLS IVILYCRIVSLYVRETREN IFEMLEIDEGLELEIVED TEGY Y TIGIGHLLTESPSLMALKSELDELT
I T T T T e O O e e
CE | PE LD G | T oo oo o o o o o o e R P P P i P P i P R i i i
S| P2 LSS | e o e o o e o o o e e o o i it o 0 ot o o i i i i P i i i
3VaZYT b ssa ] % |
IVWEY A GRNTI'-IGUITKDEJLE ELFMNQDVDALAVRGILENAKL KPUYDSLDJLURRJLAL INMVF QMGE TGWAGF THS L REML QOERW
e T e | o I | T I
— BB | PELEEG | o oo oo oo o o i i i i SEDGKVOVTRP DOAEND TRUFETLVLELEVL I ICWGPLL & T MV ¥DVF GEMMEL
S| P2 LS54 | e coovov e ovoe oo e R EEE————k
IVEY A s=sa T
IWEY A DE &L AVTL AKS RI:IYNQTPNRAKRUITTF RTGTUDAYASRSSENUALLKTUI IVLSVFIACWAPLF ILLLLDVGCEVE
ol o B O O O O e
—sp|P21554|c1~~~~ ETVF 4F C 5 MEC LENS TVHE RSEDL RS HF
3V2Y_A s3a T
3VEY A TCD ILFRAEYF LWVLAVLNS GTNP II¥TLTHNEEMRRAF IR IMGRPLEVLFOGPHEHHHHHHHHD VEDDDDE

Figura 19. Alineamiento receptor CB1/Esfingosina-1-fosfato tipo I, con secuencia de

aminodcidos final, H: Alfa-helice; E: Beta-plegada.

Dado que el receptor en estudio es una proteina transmembranal, los residuos de
aminoacidos que conforman las alfas-hélices de su estructura pueden disponerse de
dos formas 1) interaccionando con otras hélices en la parte interna de la proteina o 2)
pueden estar expuestos hacia los lipidos membranales; por ello se llevé a cabo un
analisis de la distribucion de los residuos en la regién transmembranal del receptor
CB1, como se observa en la Figura 20. En esta figura se muestra la distribucion
superficial de residuos de acuerdo a su hidrofobicidad, en color rojo se presentan los
aminoacidos hidrofébicos y en gris los hidrofilicos. En la Figura 21, se muestra la
disposicion de aminoacidos de acuerdo a la escala de Popot, donde se pueden ver los
aminodacidos que se disponen generalmente orientados hacia los lipidos en verde agua
y en azul los que prefieren la orientacion hacia la parte interna del receptor. Los
aminoéacidos hidrofobicos se distribuyen homogéneamente en el espacio, orientados a

los lipidos, mientras que los aminoacidos hidrofilicos se exponen a los espacios
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intracelulares y citoplasmaticos. Esto Gltimo nos permitid validar que la distribucion de
los amino&cidos en el modelo es consistente con las predicciones estructurares y sus

propiedades fisicoquimicas.

EC

180°

EC

180°

Figura 21. Diagrama de Popot

Con base en los resultados obtenidos de los diagramas de hidrofobicidad, se identifico
la superficie que debe ser cubierta durante la construccion del modelo final de la
proteina, el cual fue embebido en un modelo de bicapa lipidica, con la intencion de
representar un sistema realista y con mayor estabilidad del receptor (Figura 22).
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90°

90°

S

Figura 22. Modelo tridimensional del receptor CB1 embebido en el modelo de membrana
lipidica (POPC).

El modelo CB1-POPC exhibe un total de siete hélices transmembranales (7 THM) vy
una hélice yuxtamembranal (H8). La region N-terminal se ubica en la region extracelular
y el dominio C-terminal en la region citoplasmatica, se presentan tres loops (asas)

extracelulares y tres intracelulares.

El modelo final obtenido fue validado haciendo una comparacién con una base de datos
de proteinas reportadas (PROCHECK), asi como una evaluacion de su calidad
estereoquimica (QMEANG6) y los angulos phi y psi de los aminoacidos que las
componen (diagrama de Ramachandran), el valor de QMEAN representa el grado de
confiabilidad del modelo creado con otras estructuras que se encuentran en la base de
datos, el valor obtenido fue de -4.68. El valor de Z-score permite conocer la similitud
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estructural durante el alineamiento multiple con las estructuras de la base de datos un
valor cercano a cero es un buen parametro, el valor obtenido fue de 0.36. Cabe sefialar
para los receptores transmembranales el valor de QMEAN y Z-score, no suele ser
parametros de referencia, ya que del total de proteinas cristalizadas reportadas estos
abarcan solo el 10%. Un parametro que cobra importancia es el obtenido por el
diagrama de Ramachandran, el cual permite conocer la distribucion de los aminoacidos
en cuatro cuadrantes, clasificados por letras segun el tipo de conformacién angular que
adquiere dicho aminoéacido, a excepcion de la glicina y la prolina, el primero debido a
que su cadena lateral esta compuesta por un hidrégeno, el cual puede adoptar muchas
conformaciones estéricamente prohibidas, y el segundo por ser el Unico aminoacido
capaz de generar enlaces cis y trans. La region favorecida (A, B, L) se representa con
rojo y refiere a los aminoacidos con orientaciones angulares estables en el modelo,
mientras que las regiones permitidas (a, b, |, p) y generosamente permitidas (~a, ~b, ~l,
~p), que se presentan en amarillo y beige, respectivamente, muestran aquellos
aminoacidos cuyas conformaciones angulares estan dentro de los parametros
aceptables; por ultimo las regiones no permitidas se representan en color blanco. El
valor arrojado presenta al 83.8 % de los residuos en la region de conformacion
permitida (Anexo Ill), con lo cual se considera que el modelo empleado es aceptable.

El modelo obtenido del receptor CB1 se compara con el modelo del servidor GPCR-
SSFE como método alterno de validaciéon del modelo propuesto (Figura 23),
obteniéndose para ello los valores de desviacion cuadratica media (RMSD) (Tabla 17).
La desviacién cuadratica media o RMSD (Root Mean Square Desviation), es el valor
resultante de la superposicion de la estructura del modelo final con la del servidor
GPCR-SSFE, para indicar la presencia de similitudes estructurales dimensionales con
base en sus coordenadas atémicas. Un valor menor a 2.0 A se considera aceptable y
entre menor sea el valor de la desviacion mayor es la similitud estructural. Cabe
mencionar que los valores de RMSD obtenidos para el modelo son menores a 2.0 A,
por lo cual se considera se presenta una alta similitud estructural entre el modelo

propuesto y lo que se encuentra reportado en la base de datos, a excepcion fue TMH 6
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la cual no correlacion6é de manera adecuada por lo que el valor de desviacion no se

determina.

Figura 23. (A) Superposicion de las alfas-hélices del modelo del receptor CB1 (morado) con el
modelo del servidor GPCR-SSFE (verde). (B) Superposicion individual de las alfas-hélices que
conforman ambos modelos.

Tabla 17.Resultados obtenidos de la superposicion de las alfas-hélices.

Estructura Secuencia de aminoacidos RMSD (A)
Plantilla (GPCR- Modelo CB1
SSFE)

TMH1 K116-S144 P113-H143 1.322 (29 atomos)
TMH2 R150-R182 R150-F177 0.942 (23 4tomos)
TMH3 R185-R220 R185-R222 1.105 (35 atomos)
TMH4 T229-P251 P231-P251 1.303 (20 &tomos)
TMHS5 P269-M295 L276-K315 0.972 (17 &tomos)
TMHG6 M337-G369 M337-G369 No determinado
TMH7 1375-A398 F379-R400 0.503 (20 &tomos)

Helice 8 S401-F412 S401-F412 0.311 (10 atomos)
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En la actualidad solo se han resuelto por Resonancia Magnética Nuclear (RMN) cuatro
fragmentos del receptor de canabinoides tipo I. En la Tabla 18, se presentan los
resultados de la superposicion entre estos y el modelo del receptor CB1 propuesto
(Figura 24).

1LVR 2B0Y 2KOE

Figura 24.Superposicion de segmentos resueltos por RMN y el modelo del receptor CB1

Tabla 18.Valores de desviacion cuadratica media (RMSD) obtenidos.

Cddigo PDB Secuencia aminoacidos
Secuencia RMSD (A)
1LVR D338-V346 4.19 (9 4tomos)
1LVQ D338-V346 4.19 (9 4tomos)
2BOY R400-F414 1.275 (12 atomos)
2KOE T377-F414 1.898 (15 atomos)

Como se puede apreciar, se presenta una baja correlacion entre los fragmentos
obtenidos por RMN 1LVR y 1LVQ, con el modelo propuesto del receptor CB1, ello
debido a que el proceso per se de resonancia magnética nuclear favorece la
desnaturalizacion de las proteinas membranales y por ende la pérdida de su

conformacion tridimensional, el cual es base en la evaluacion del RMSD.
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7.5.2. Acoplamiento molecular (Docking).

Empleando el software Autodock 4.2, se llevo a cabo el acoplamiento de los
compuestos 2, 6 y 7 con el receptor CB1. Esta bien establecido que la actividad de
agonista inverso del Rimonabant se debe a la interaccion del tipo puente de hidrégeno,
entre el grupo carbonilo del compuesto y la Lisina 192 del receptor. Por ello se
seleccionaron los modos de unidén basados en las conformaciones que promovieran
esta interaccion. Se empled la plantilla de compuestos deriva del articulo (Hernandez,
2013, Anexo IV), los cuales presentan actividad hipoglucemiante. Como otro método de
validacion del modelo propuestos del receptor, se eligié del total de nueve compuestos
a un conjunto de tres que fueran representativos de la serie, por lo cual se emplearon
los compuestos 2, el cual contiene solo un grupo hidroxilo, 6, el cual contiene dos
grupos metoxilo como sustituyentes y finalmente el compuesto 7 el cual contiene al

dieno conjugado, dos grupos metoxilo y un grupo hidroxilo.

El valor que arroja el andlisis es la energia de union entre el complejo ligando-receptor,
generalmente expresado en términos termodinamicos como energia libre de Gibbs
(AGunien), €l cual considera factores estéricos, electrostéticos, rigidez de la
macromolécula, formacion de puentes de hidrogeno, asi como energias de solvatacién
y factores entropicos rotacionales y traslacionales (t/r en la ecuacion). Para el caso del

programa AutoDock, la energia de union se describe bajo la siguiente ecuacion:

AGunion= AGuisolvente + AGconformacion + AGinteraccion + AGrotacion + AGy, + AGwibracit’m|

Los tres compuestos propuestos presentan energias de unidon similares a las
encontradas por los compuestos de prueba, lo cual sugiere que presentan el mismo
mecanismo de accidn, es decir, como agonistas inversos del receptor de canabinoides

tipo 1

En la Tabla 19 se presentan los resultados obtenidos para los compuestos probados.
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Tabla 19. Docking de los compuestos

Compuesto AG,isn (kcal/mol)
2 -7.7
6 -7.1
7 -7.0
Rimonabant -7.6

En la Figura 13, se representa el comportamiento final de cada una de las moléculas
empleadas en la validacion del modelo y las tres moléculas que constituyen al set de
pruebas.

Figura 13. Sitio de interaccion entre los diversos ligandos y el modelo del receptor CBL1.

81



DISCUSION Y RESULTADOS

7.5. Actividad hipoglucemiante

Se evalud la actividad hipoglucemiante del compuesto 4, la cual se aprecia en la

Gréafica 1.

-e- Vehiculo
-m Glibenclamida
— Compuesto 4

% disminucion glucemia
N
[—]

[
(-]
[—]

Tiempo (horas)

Gréfica 1.Actividad hipoglucemiante

Como puede observarse la actividad hipoglucemiante es comparable a la mostrada por
el compuesto control positivo, en este caso la glibenclamida, medicamento
hipoglucemiante oral de la clase de las sulfonilureas que se emplea en el tratamiento de

la diabetes mellitus tipo 2.

Al comparar los perfiles de disminucién de la glicemia entre la glibenclamida y el
compuesto 4, que contiene en su estructura al anillo 1,5-diarilpirazol y al siringaldehido,
se observa que, conforme avanza el tiempo, los niveles de glucosa sanguineo

disminuyen hasta alcanzar en un tiempo de 7 horas un promedio de 50 % de reduccion.

Lo anterior, aunado al hecho de que el compuesto 4 también mostré actividad reductora
en la prueba de FRAP y ademas capacidad para inhibir la peroxidacién de lipidos, nos

lleva a promoverlo como un fuerte candidato terapeutico contra el sindrome metabalico.
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8. CONCLUSION

Se realiz6 la sintesis de nueve hibridos del &cido 1,5-diarilpirazol, los cuales se
caracterizaron  estructuralmente  empleando  técnicas  espectroscopicas Yy
espectrométricas. Estos compuestos se evaluaron in vitro para determinar su capacidad
antioxidante empleando en primera instancia el modelo de FRAP. En dicho estudio, los
compuestos sintetizados 4 y 7 fueron los que presentaron la mayor capacidad de
reducir el ion férrico a ferroso. Ello se debe a que tienen mayor capacidad de estabilizar
la especie radical que se forma. En el segundo modelo empleado, se observé que todos
los compuestos sintetizados presentaron la propiedad de inhibir la peroxidacién de
lipidos la cual es muy importante debido a que dicha técnica permite evaluar la
capacidad antioxidante sobre las especies reactivas de oxigeno, que son formadas
normalmente en el organismo a partir del proceso de peroxidacion de los acidos grasos

insaturados.

Se efectud el analisis de acoplamiento molecular con los compuestos 2, 6 y 7, los
cuales presentaron un AGngn Similar al obtenido para el compuesto de referencia
(Rimonabant), por lo cual se puede inferir, que presentan potencial actividad de

antagonista/agonista inverso sobre el receptor de canabinoides tipo 1 (CB1).

Finalmente, la evaluacion de actividad hipoglucemiante del compuesto 4, demuestra un
efecto de disminucién de glucosa plasmatica comparable a la glibenclamida, por lo que
los compuestos actuaran como hibridos al mostrar capacidad antioxidante v,
simultdneamente, actividad hipoglucémica, patologias estrechamente relacionadas con

el sindrome metabdlico.

La sintesis y evaluacion de la actividad de hibridos moleculares del &cido 1,5-
diarilpirazol, presenta un panorama alentador en el desarrollo de compuestos para el
tratamiento de la obesidad y de los componentes asociados con el sindrome
metabdlico. Es imperativo continuar trabajando bajo esta premisa y asi contribuir a la

disminucion en los indices de prevalencia de estas patologias.
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PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

10. PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

Se espera concluir con las pruebas de actividad hipoglucemiante de todas las
moléculas propuestas en el presente trabajo, con la finalidad de encontrar otros
candidatos terapéuticos para el tratamiento del sindrome metabdlico. De igual forma es

necesario realizar pruebas de toxicidad sobre estos compuestos.
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ANEXO |. Parte experimental
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Informacion general

Los reactivos y disolventes empleados fueron de las marcar J. Baker, Sigma Aldrich,

Merck y Analytyka.

Las caracteristicas de los equipos empleados son las siguientes:

Rotaevaporador Bichi modelo RC-144 con una bomba de vacio Vucabrand modelo
PC160, con regulador VCC2 y bafio de calentamiento Blichi modelo B-480, enfriador
marca VWRW scientific modelo 117.

Rotaevaporador modelo R-205 con una bomba de vacio Bichi modelo V-800,

controlador V-500 y un bafio de calentamiento R-490.

El monitoreo de las reacciones se realizo por cromatografia en capa fina empleando
para ello placas de vidrio cubiertas con silice. Las placas se visualizaron empleando
una ldmpara de luz ultravioleta (longitud de onda larga y corta) y una camara de
vapores de yodo.

Para la determinacién de los puntos de fusion se uso un aparato Bluchi modelo B-540

gue emplea capilares de vidrio abiertos.

La masa de reactivos y productos de determino con la Balanza analitica Sartorius
AZ10P.

Para la realizacion de las pruebas de actividad antioxidante, se empleo el
Espectrofotometro Genesys modelo 10S UV-Vismarca Thermo, con una lampara de
xenon, con lecturas desde longitudes de onda de 190 a 1.100 nm, detector con doble
fotodiodos de silicio. Se empleo el Bortex modelo MS1 marca IKA®. Las alicuotas
fueron tomadas con pipetas eppendorf® Reserch plus con capacidades de 1-100 pL y
100-1 000 pL.

90



ANEXO |

La caracterizacion espectroscopica y espectrométrica, asi como el analisis elemental de

los compuestos obtenidos se realizd en la Unidad de Servicios y Apoyo a la

Investigacion (USAI) de la Facultad de Quimica con los siguientes equipos.

- Resonancia Magnética Nuclear, Espectrometros Varian modelos MRS y MR, ambos
de 400 Hz.

- Espectrometria de masas: Thermo electron modelo DF5.

- Infrarrojo: Espectrofotometro FT-IR modelo Spectrum Rx1 Perkin Elmer 1605.

- Andlisis elemental: Analizador Elemental Perkin EImer modelo 2400 Serie 2 CHNS.

Metodologia sintética

Sintesis 3,4-diclorofenilhidrazina

il MH4 l H
1. NaMO | H+ ENHQ
421-
2 3nCl
il 2 l
10

En un vaso de precipitados de 500 mL se coloco 4 g de 3,4-dicloroanilina, se adicion6 1
eg de acido acético glacial y 2 eq de acido clorhidrico concentrado. Inicia agitacion a

temperatura ambiente.

En otro vaso de precipitados de 25 mL se pes6 1 eq de nitrito de sodio y se disolvié en

6 mL de agua. Lo anterior se adiciona a la mezcla anterior lentamente.

En un vaso de precipitados se colocé 4.4 eq de Cloruro de estafio dihidratado y se
disolvié en 1 eq de acido clorhidrico concentrado. Lo anterior se adicioné empleando un
embudo de adicion a la mezcla de reaccion de los pasos anteriores. Inicio agitacion a

temperatura ambiente por el periodo de 1 dia.

Para el tratamiento de la reaccion se procedio a hacer lo siguiente: se adiciond 200 mL
de agua y se basificO hasta pH=11 empleando KOH en pellets, se observa la formacion
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de un precipitado el cual se filtra. El precipitado se lavé en repetidas ocasiones con
acetato de etilo caliente hasta que la solucién obtenida sea translicida, la fase organica
se filtré y seco sobre sulfato de sodio anhidro.

Para la fase acuosa se realizarén extracciones sucesivas empleando un embudo de
separacion de 500 mL empleando como fase organica acetato de etilo, el cual se seco
sobre sulfato de sodio anhidro.

La fase organica se reunio y concentré en rotaevaportador.

Sintesis de Sal de litio del 3-metil-4-fenilbutanoato de etilo.

Q 1. LIHMDS tilcicloh Q Li+ Q
. Li , metilciclohexano, -
3hta U O\/
OH -
2. Oxalato de dietilo
O
cl Cl
11

Se coloco 2 g de 4-cloropropiofenona en un vaso de precipitados de 25 mL, se adicion6

5 mL de metilciclohexano y se solubilizo.

En un matraz bola de 100 mL se coloc6 5 mL de metilciclohexano, 1 eq de
bis(trimetilsilillamihidruro de litio 1.0 M, a lo anterior se adiciond lentamente la solucién
el paso anterior. Inicié agitacion a temperatura ambiente en atmosfera de nitrégeno por

un periodo de 3 horas.
Posterior a ello se adicion6 1 eq de oxalato de dietilo y se mantuvo agitacién por un dia.
Después de la agitacion constante se observd un precipitado color amarillo el cual se

filtro.

Sintesis del acido 5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carboxilico.
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@] S O
0

a J
H SO conc. N,N KOH., EtOH N”N
aBD sC, 4h Cl @ — >
cl cl

10 1 o &

12 13

Para la formacion del derivado pirazolico se llevé a cabo un reaccion de ciclacion en
donde: se coloco 2 gramos de la sal de litio del 3-metil-4-fenilbutanoato de etiloy 1.2 eq
de la 3,4-diclorofenilhidrazina en un matraz bola de 100 mL, se adicioné 50 mL de
etanol y 1.5 eq de &cido sulfurico concentrado. Inicié agitacion, y calentamiento
empleando un sistema de reflujo a 80°C por un periodo de 4 horas. La reaccién se
monitore6 mediante cromatografia en capa fina. Posterior a las 4 horas se concentro la
solucion en rotaevaporador, se adicion6 20 mL de agua y se basifico la solucién con
KOH pellets hasta pH=14, se realizaron extracciones empleando un embudo de
separacion de 125 mL y cloroformo como fase organica, esta Ultima se concentro en

rotaevaporador.

El estér formado, se hidroliz6 en presencia de 2.5 eq de KOH pellets en de 20 mL de
etanol con agitacion a temperatura ambiente, en atmosfera de nitrégeno por un periodo
de 2 dias.

Posterior a dicho tiempo la solucién se concentré en rotaevaporador, se adicioné 20 mL
de agua hasta solubilizar el sélido y se acidifico la solucion hasta pH=1 con la formacion
concomitante de un precipitado (acido carboxilico correspondiente) el cual se filtr6. El

precipitado obtenido se lavé con hexano caliente.

Sintesis del 5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-

carbohidrazida.
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3 ] H5C)gC JOL NH 0 NHp
I
oH I o T A NH
foN 50CL Tolueno HN)N DIPEA, CHCI B
_— o -
N
Cl cl 2. TFA cl
cl cl -
cl Cl &
13 14

Se colocé 0.5 g de acido diarilpirazolico en un matraz bola de 100 mL, se adicion6 30
mL de Tolueno y un exceso de SOCIy, inicid calentamiento en reflujo a 110°C por el
periodo de 3 horas.

Posterior a ello se concentré6 empleando una trampa de destilacién y lavando el solido
con tolueno (20 mL/ 3 veces). Al solido obtenido se adicion6 1.2 eq de carbazato de
terbutilo en 10 mL de cloroformo, inicié agitacion a temperatura ambiente en atmosfera

de nitrégeno por el periodo de 1 dia.

Al término del periodo de reaccidén se concentré en rotaevaporador, se adicion6 10 mL
de solucién saturada de bicarbonato de sodio y se realizaron extracciones empleando

cloroformo como fase organica, esta ultima se concentré en rotaevaporador.

Se obtiene un compuesto de consistencia aceitosa al cual se le adiciond un exceso de
acido trifluoacético, inicié agitacion a temperatura ambiente en atmosfera de nitrégeno
por un periodo de 3 horas posterior a las cuales se adicioné 20 mL de solucién saturada
de bicarbonato de sodio y se basificO hasta pH=14 empleando KOH pellets, se
realizaron extracciones empleando embudo de separacion y como fase movil

cloroformo.

La fase organica obtenida se secO sobre sulfato de sodio anhidro y se concentré en

rotaevaporador.

Este compuesto se empleo para las reacciones subsecuentes.
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Sintesis de 5-(4-c|0r0feniI)-l—(3,4-diclorofeniI)-N'-[(lE, 2E)-3-fenilaliliden]-4-metil-

1H-pirazol-3-carbohidrazida.

NH \ N=
/ N L+ X H TA [ N —
N~ —_— - N
Cl ¢l

Cl

Cl Cl

Se pes6 0.4 g de 5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-4-metil-1H-pirazol-3-carbohidrazida
en un matraz bola de 100 mL, se adicion6 1.1 eq del trans-cinamaldehido, se solubilizd
la mezcla de reaccion con 25 mL de THF, se empled como catalizador 4 gotas de acido

acético glacial y como agente desecante mallas moleculares.

Inicié agitacion a temperatura ambiente en atmosfera de nitrégeno por un periodo de 10
horas.

Después de dicho tiempo la reaccién se detuvo, se concentr6 en el rotaevaporador.

La purificacion de dichos compuestos fue mediante columna cromatografica,
empleando como fase mévil CHCI3. Para obtener el sélido, las fracciones obtenidas se
concentraron en rotaevaporador, se adicioné 10 mL de alcohol isopropilico, el sélido

formado se filtr6 por un embudo Buhner y se deja secar a vacio.
Los siguientes compuestos sintetizados, se llevaron a cabo mediante la técnica descrita

anteriormente por lo que, con el objetivo de simplificar el presente apartado se

presentan los aspectos mas relevantes en la  siguiente  tabla.
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3,4-

ALDEHIDO RUTA SINTETICA CANTIDADES

EMPLEADO EMPLEADAS

4-hidroxibenzaldehido | 5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N -[(E)-4-hidroxibenciliden]-4-metil-1H- | Carbohidrazida:
pirazol-3-carbohidrazida 049

C. @G iea b

cl CI

Aldehido: 1.1 eq.

dihidroxibenzaldehido

4-hidroxi-3,5-

1H-pirazol-3-carbohidrazida

o O

NH o) NNH‘
NH \
I\ z 4 HO H TA /N,N
N’ cl
Cl HO OH
OH
g Cl

al Cl

5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N -[(E)-(3,4-dihidroxibenciliden]-4-metil-

Carbohidrazida:
04g¢g
Aldehido: 1.1 eq.

dimetoxibenzaldehido

5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N -[(E)-4-hidroxi-3,5-

dimetoxibenciliden]-4-metil-1H-pirazol-3-carbohidrazida

Carbohidrazida:
049
Aldehido: 1.1 eq.
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o o
NH 0 N
NH Y
I N : 4+ 0 H TA N
N’ cl 0
Cl HO ~N
o OH
o
cl d a N
5 ol

4-hidroxi-3-

metoxicinamaldehido

5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N -[(1E, 2E)-3-(4-hidroxi-3-

metoxifenil)aliliden]-4-metil-1H-pirazol-3-carbohidrazida

O

0
NH 0 N‘r:'
\ NH, _ / \N N\
/N'N + 0 2 H TA N
cl
cl HO
a OH
cl

BN

o

Cl

Carbohidrazida:
049
Aldehido: 1.1 eq.

3,4-

dimetoxibenzaldehido

5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N -[(E)-3,4-dimetoxibenciliden]-4-metil-
1H-pirazol-3-carbohidrazida

o o}

NH o) N‘[:L

NH \

Y y _O H TA /N’N
N’ cl

Cl 0 o

\

O—

q cl

Carbohidrazida:
049
Aldehido: 1.1 eq.

cl Cl
4-hidroxi-3,5- 5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N -[(E)-3-(4-hidroxi-3,5- Carbohidrazida:
dimetoxicinamaldehido dimetoxifenil)aliliden]-4-metil-1H-pirazol-3-carbohidrazida 0449
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1,4-benzodioxan-6-

o
NH
e A N=
cl
/o ©
] a o OH

al Cl \

s

0,
NH
Cl HO
o

Aldehido: 1.1 eq.

carboxialdehido

5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N -[(E)-(2,3-dihidro-1,4-benzodioxin-6-

il)metiliden]-4-metil-1H-pirazol-3-carbohidrazida

o Q
NH o] N
NH ’
Y Z + © H TA [N
N —_— N
< [ C' @L o
cl 0 ‘—)
o]
al Cl
i cl

Carbohidrazida:
04g
Aldehido: 1.1 eq.

2,4-

dihidroxibenzaldehido

5-(4-clorofenil)-1-(3,4-diclorofenil)-N -[(E)-(2,4-dihidroxibenciliden]-4-metil -

1H-pirazol-3-carbohidrazida

o ]

NH OH O N\'rjk
NH ‘a OH
/ }N : + H N’N
N cl
OH
a
al

cl HO
cl

Cl

TA

—

Carbohidrazida:
049
Aldehido: 1.1 eq.
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ANEXO Il. Caracterizacion de los compuestos

finales.
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ENSAYO DE FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Este método se basé en la reduccion del complejo [Fe (II)(TPTZ))P" a [Fe
(IN(TPTZ),)]** por efecto de las estructuras con poder reductor. La determinacion se

realizé de acuerdo con lo indicado por Descalzo en 2007 con modificaciones.
Para la preparacion de las soluciones se prosiguio de la siguiente manera:
1.- Buffer de acetatos pH= 3.6, concentracién 300 Mm.

pH = pka + log (base/acido)

pka acetato de sodio/acido acético=4.76

3.6 =476 + 1o M
' ' g lacido ac. |
116 = I |acetatol|

o= g lacido ac. |
|acido ac. |
116 = log —————
|acetatol|
loa(1.16) = |acido ac|
antilog(1.16) = lacetatol
lacido ac]|
1445 = ———
|acetatol|
14.45|acetato| = |acido ac.|.............. 1

Si:
|acido ac.| + |acetato| = 300mM
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lacido ac.| = 300mM — |acetato]...... 2

Sustituyendo 2 en 1:
14.45|acetato.| = 300mM — |acetato|

15.45|acetato| = 300mM
|acetato.| = 19.4 mM

|acido ac.| = 300mM — |acetato| = 300mM — 19.4mM

lacido ac.| = 280.6 mM .

Para preparar 100mL se pesan:
e 263.84 mg acetato de sodio

e 1.6 mL de acido acético glacial.

2.- Solucién TPTZ (2, 4, 6-tripiridil-5-triazina), concentracion 10mM
Se peso6 78.1 mg y se coloco en un matraz aforado de 25 mL, se adicioné 5 mL de HCI

(40 mM) y se completa el volumen con agua deionizada.

3.- Solucién de cloruro ferroso hexahidratado concentracién 20 mM
Se pes6 135.15 mg de cloruro ferroso hexahidratado a un matraz aforado de 25 mL se

complet6 el volumen con agua.

4.- La solucion de FRAP esta compuesta por 2.5 mL de TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-triazina
10mM) en HCI (40 mM), 2.5 de FeCl;-6H,0 (20 mM) y 25 mL de buffer de acetatos
(300mM pH=3.6).

5.- Para la preparacion de la muestra se pes6 10 mg de los compuestos 1-9 por
separado en un matraz aforado de 5 mL, se disolvié cada compuesto con DMF y se
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llevé a volumen empleando el mismo disolvente (solucion stock). Posteriormente se

tomaron alicuotas de la solucion stock tomando en cuenta la siguiente tabla:

Tabla A3.1. Preparacion de muestras.

Toma | Alicuota mL (partiendo de Volumen final Conc. (UM)
la solucidn stock) (mL)
Stock 0 5 4000
2 2 5 1500
3 1 5 800
4 0.5 5 400

6.- Para determinar la capacidad de reduccion de cada uno de los compuestos de llevd
a cabo la preparacion de una curva patréon empleando para ello Trolox en
concentraciones de 600 a 25 uM. Por lo que los resultados se expresan como

equivalentes uM de Trolox por cada mg de muestra.

Para la preparacién de la muestra se prosiguié de la siguiente manera: Se tomé una
alicuota de 30 pL de la muestra (concentraciones aproximadas de 4000, 1500, 800 y
400 uM disueltas en DMF), a la cual se les adicion6 90 uL de agua deionizada y 900 uL
de una solucion de FRAP. Se emple6 un blanco espectro el cual contenia Unicamente
TPTZ y el disolvente de la solucién de FRAP (buffer de acetatos, 300mM pH=3.6), y un
blanco el cual estaba compuesto por la disolucién de FRAP vy el disolvente con el cual
se homogeneiz6 la muestra (DMF). Las absorbancias se determinaron a 593 nm vy las
lecturas se tomaron a los 6 y 30 minutos de iniciada la reaccion. Las muestras se
realizan por triplicado. Los compuestos 3, 4 y 7 la lectura de absorbancia a la
concentracion aproximada de 4000 uM fue mayor al maximo de la curva patron por lo
cual fue necesario realizar una dilucién tomando 0.3 mL de la solucion stock y diluir en

un matraz aforado de 5 mL para obtener una concentracidonaproximada de 200 uM.
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Las curvas patron obtenidas se muestran a continuacion:

Figura A3.1 Curva patron

Grafica A3.1. Curva patréon a 6 minutos de reaccion.
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Gréfica A3.2. Curva patron a 30 minutos de reaccion.

Curva Trolox, tiempo reaccion 30
min

1.200

1.000 b
E 0.800
c y =0.001x - 0.079
2 0.600 R? =0.998
§ 0.400 /

0.200 /

0.000

0 200 400 600 800 1000
C(uMm)

Como resultados se obtuvieron las absorbancias por triplicado de cada muestra a las

diferentes concentraciones, por lo cual el tratamiento fue el siguiente:

a) Empleando la ecuaciéon de la recta se sustituye y por los valores obtenidos de

absorbancia en cada medicion.
UMTE  absorbancia —b
uM Mtra. - m

b) Se determina el promedio de los resultados obtenidos.

c) Para obtener los equivalentes en Trolox por cada miligramo de muestra se

empleo la siguiente ecuacion:

uM TE uM TE
= ( ) X 30puL X (
mg Mtra. UM mtra

L

1000pL

Para obtener la CEso de cada compuesto sintetizado en el minuto 30 de reaccién se

prosiguio de la siguiente manera:
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a) Tomando como el 100% del Efecto el resultado obtenido a la concentracion de
aproximadamente 4000 uM se determino %Efecto para cada concentracion.

b) De los resultados obtenidos del tratamiento de los datos (UM TE/mg mtra) para
cada muestra a las diferentes concentraciones se ajuntan los resultados a una

curva dosis-respuesta empleando los siguientes modelos:

Modelo lineal: %E vs C

Emax: (1/%E) vs (1/C)

Lineal-Log: %E vs LogC

Emax sigmoide: log (E/Emax-E) vs Log C

En la siguiente tabla se presentan los resultados obtenidos de regresion lineal para
cada modelo propuesto:

Tabla A3.2. Regresion lineal de los resultados obtenidos.

Modelo
Compuesto | Parametro Emax
Lineal Emax Lineal-Log _ :
sigmoide

m 0.000 26029 0.963 1.736

1 b -0.176 -7.765 -2.665 -6.306
r’ 0.966 0.983 0.779 0.999

m 0.000 6984 0.930 1.372

2 b -0.074 -0.730 -2.511 -4.799
r° 0.994 0.997 0.862 0.998

m 0.000 4804 1.117 1.641

3 b -0.176 -2.084 -2.737 -5.169
r’ 0.975 0.980 0.841 0.983

m 0.000 5094 1.130 1.868

4 b -0.168 -3.526 -2.721 -5.676
r’ 0.985 0.987 0.868 0.997

5 m 0.000 18846 0.966 1.798

144



ANEXO Il

b -0.149 -7.323 -2.617 -6.278
r’ 0.981 0.984 0.818 0.999
m 0.000 6703 0.930 1.314
6 b -0.088 -1.148 -2.464 -4.588
r? 0.989 0.997 0.844 0.998
m 0.000 5915 1.137 1.911
7 b -0.190 -4.249 -2.731 -5.832
r’ 0.978 0.989 0.849 0.995
m 0.000 12474 0.949 1.496
8 b -0.136 -3.688 -2.564 -5.322
r’ 0.978 0.995 0.810 1
m 0.000 24200 0.955 1.532
9 b -0.181 -6.577 -2.645 -5.726
r’ 0.955 0.984 0.759 0.997

Como puede apreciarse en la tabla el modelo que mejor se ajusta a una linea recta es

el modelo de Emax sigmoide, por lo cual para obtener la CE50 de emplea la siguiente

ecuacion:

_b
m

CE50 = 10( )

Los resultados que se obtienen son expresados en UM de cada compuesto.
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ENSAYO INHIBICION DE LA PEROXIDACION DE LIiPIDOS.

La evaluacion de la proteccion a la peroxidacion de lipidos se llevo a cabo mediante la
técnica de inhibicion de la oxidacion del acido linoleico descrita por EImastas, en 2007
con algunas modificaciones.
Para la preparacion de las soluciones se prosiguio de la siguiente manera:

a) Se prepard una solucion etandlica de acido linoleico 2.5 %: 2.5 mL de acido

linoleico en 100 mL de etanol absoluto anhidro.
b) Buffer de fosfatos 40 Mm pH=7.0
pH = pka + log (base/acido)

.pka Na;HPO4/ NaH,PO4-H,0=7.21

70 = 7.21 + log \N22HPO|
0= T INaH, PO, |
|Na2HPO4,|
—0.21 = log —2——%
°Y \NaH,PO,]
oo (01— NazHPO
antilog (=0-21) = 1o 5o,
INa, HPO,|
0.6166 = —2—+
|NCLH2PO4|
0.6166|NaH,PO0,| = [NayHPO,|.............. 1

Si:
|Na2HP04| + |NaH2P04| = 40mM

|NaH2P04_| = 40mM — |Na2HP04,| ...... 2
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Sustituyendo 2 en 1:

24.664mM — 0.6166|Na,HPO,| = |Na,HPO,|

24.664
1.6166

|Na2HP04| = mM

INa,HPO,| = 15.26 mM

|INaH,P0,| = 40mM — |[Na,HPO,| = 40mM — 15.26mM
INaH,P0,| = 24.74 mM

Para preparar 100mL se pesan:
e 350 mg NaH,PO4-H,0O fosfato de sodio monobésico

e 22 mg Na,HPO, fosfato de sodio dibasico

c) Solucion de cloruro ferroso (20 mM en HCI 40 mM): Se pesan 25.35 mg de
cloruro ferroso en un matraz aforado de 10 mL y se llevan a volumen empleando
una solucion de HCI 40 mM.

d) Solucion de tiocianato de amonio al 30%: se pesan 3.0 g de tiocianato de amonio

y se adicionan 10 mL de agua.

Para la mezcla de reaccion se empled: 1000 uL de la muestra en concentraciones de 1
mg/mL y 0.5 mg/mL, 500 uL de buffer de fosfato (40 mM, pH=7) y 500 uL de la solucion
de acido linoleico al 2.5 %, se incub6 a 40°C en agitacion constante y en la oscuridad
para acelerar el proceso de peroxidacién por un periodo de 64 horas. La determinacion
de los niveles de peroxidacion se llevo a cabo, siguiendo el método de tiocianato para lo
cual, se realizé lo siguiente: se toman 1400 pL de etanol, se adicionan 100 pL de
tiocianato de amonio al 30 % y 100 uL de la muestra que se encontraba en incubacion,
esto se dejo en agitacion por un periodo de 3 minutos, posterior a dicho tiempo se
adicioné 100 pL de FeCl, (20 mM) disuelto en una solucién de HCI (40 mM). La

147



ANEXO 1l

absorbancia se determin6é a 500 nm empleando para ello una celda de cuarzo, se
realiza el ensayo por triplicado.

Se emplearon como control las siguientes soluciones:

Blanco espectro: Etanol
Blanco reaccion: 1400 pL EtOH+ 100 pL tiocianato de amonio 30 %+ 100 uL FeCl,

De acuerdo con la técnica a menor coloracién roja de la solucidon, mayor es la

capacidad de la muestra de inhibir la autooxidacién del &cido linoleico.

Para determinar el % Inhibicidon se emplea la siguiente ecuacion:

Abs mtra

% Inhibicion = 100 — ( ) % 100%

Abs blanco rxn

e

ot
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Figura A3.2. Muestras posterior a la reaccion y determinacion.
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ANEXO IV.Modelado molecular (Docking)
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Construccién del modelo

Para llevar a cabo la prediccion de la estructura tridimensional del receptor de

canabinoides tipo | (CB1) se tomaron en consideracion los siguientes parametros:

Como primer acercamiento se realizé un analisis consenso (estructura con mayor
namero de repeticiones para cada aminoacido) de la estructura secundaria de la
secuencia aminoacidica del receptor CB1 mediante el uso de los servidores de acceso
libre APSSP2, GOR, Jufo9D, NetSurfP, Porter, PSlpred, PSlpred2, Scratch, Scratch8,
MINNOU, SAM-T08, PCI-MSE, SABLE, HNN, SOPma, MLRC, DSC, PHD y SIMPA96;
cada uno de los servidores predijo una estructura secundaria para la secuencia del
receptor CB1, las cuales fueron utilizadas para el andlisis consenso, de este se obtuvo
la siguiente proporcion: 48.9% alfas hélices (H), 48.5% random coils o asas (C) y 2.5%
betas plegadas (E) (Ver Figura A4.2)

Con el fin de confirmar la estructura secundaria final se realiz6 un estudio de los cruces
transmembranales tomando como base un analisis topolégico de hidrofobicidad. Se
predijeron 7 cruces transmembranales designadas como alfas-hélices
transmembranales (TMH) presentes en el receptor CB1, asi como tres asas
intracelulares (IC1-3), tres asas extracelulares (EC1-3), la region amino terminal en el
espacio extracelular (NT_EC) y la regién carboxilo terminal en la region intracelular
(CT_IC). Ademas se identifica un alfa- hélice no transmembranal (H8) la cual

corresponde a una hélice yuxtamembranal (Figura A4.1).

HN-Terminal

Extracellular

117 174 187 254 273 365 378

51 82 53 54 55 56 a7

Membrane

142 155 213 233 259 345 400

Cytoplazmic

C-Terminal

151



ANEXO IV

Figura A4.1. Disposicion de las hélices transmembranales

61 70 80 90 100 110 120

Secuencia KMTAGDNPQLVPADQVNITEFYNKSLSSFKENEENIQCGENFMDIECFMVLNPSQQLAIA
E.s.c.CcccccccecceccceccecceccceccecccecccecceccceccceccececccecceccecceoccccceccccCcCcCCCCCCCHHHAHHEANH
MODELO CCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHH

121 130 140 150 160 170 180

Secuencia VLS LTLGTFTVLENLLVLCVILHSRSLRCRPSYHFIGSLAVADLLGSVIFVYSFIDFHVF

E.S.CHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH

MODELOHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCC
TMH1 IC1 TMH2

181 190 200 210 220 230 240

SecuenciaHRKDSRNVFLFKLGGVTASFTASVGSLFLTAIDRYISIHRPLAYKRIVTRPKAVVAFCLM

E.S.C.CCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHH

MODElLOCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCHHCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHH
EC1 TMH3 Ic2

241 250 260 270 280 290 300

SecuenciAaWT I AIVIAVLPLLGWNCEKLQSVCSDIFPHIDETYLMFWIGVTSVLLLFIVYAYMY I LWK

E.5$.CHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHH

MODELOHHHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHH
TMH4 EC2 TMHS5

301 310 320 330 340 350 360
Secuencm AHSHAVRMIQRGTQKS I I IHTSEDGKVQVTRPDQARMDIRLAKTLVLILVVLIICWGPLL
E.S.C.HHHHHHHHHHCCCCCCCECCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCHHH

MODELO HHHHHHHHHHHCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHHCCHH
Ic3 TMH6

361 370 380 390 400 410 420
Secuenci@a AIMVYDVFGKMNKLI KTVFAFCSMLCLLNSTVNPIIYALRSKDLRHAFRSMFPSCEGTAQ
E.S.C.HHHHHHHHCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHHCCCHHHHHHCCHHHHHHHHHHHHCCCCCCC

MODELO HHHHC CCCCCCCCCCHHHHHHHHHHHHHHCCCHHHHHHCCCHHHHHHHHHCC
EC3 TMH7

Figura A4.2. Andlisis consenso de la estructura secundaria del receptor CB1.

Se llevo a cabo un analisis de las asas intracelular y extracelular, asi como de los
dominios transmembranales, con la finalidad de identificar patrones estructurales que

permitieran determinar la distribucion topolégica de la proteina.

Se empled la regla “positivo adentro” de von Heijne para confirmar la distribucién de las
asas extrecelulares e intracelulares, basando el andlisis en la distribucion de los
aminoacidos arginina (R) y lisina (K). La regla de von Heijne nos dice que existe una
alta probabilidad de encontrar un mayor numero de residuos con carga positiva (Ky R)

en la parte intracelular comparado con las asas expuestas al periplasma.
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Un andlisis de la composicion de aminoacidos es de gran importancia para la
determinacioén de la conformacion tridimensional final. Se realizé la basqueda de la
distribucion de triptéfano (W) y tirosina (Y) en las alfas-helices transmembranales, con
la finalidad de identificar dichos residuos es para confirmar la presencia de un “cinturon
aromatico” el cual sugiera la interaccién de estos con las cabezas de los fosfolipidos de
la membrana.

Finalmente se llevd a cabo un alineamiento entre el receptor CB1 con la proteina
homologa a fin de identificar prolinas (P), conservadas en la familia de receptores
acoplados a proteinas G, para la identificacion de hélices interrumpidas.

Siendo que el receptor CB1 es una proteina transmembranal los residuos de
aminoacidos pueden disponerse de dos formas: 1) interaccionando con otras hélices, 2)
estar expuestas a los lipidos membranales, por lo cual se estudié la distribucion
empleando como base la escala de Popot y el calculo del momento hidrofobico de

Eisenberg.Se encontré que la mayoria de las hélices son altamente hidrofobicas,

El modelo final fue embebido en una membrana lipidica de 1-palmitoil-2-oleil-sn-glicerol-
3-fosfocolina (POPC) a fin de optimizar el modelo tridimensional en condiciones reales,
para ello se hizo uso del programa GROMACS 4.5.3. El complejo CB1-POPC presento
las dimensiones 80A x 80A x 80A, empleando agua explicita en el espacio extracelular

y citosélico. Se emplearon 2000 pasos para alcanzar el minimo energético del sistema.
Acoplamiento molecular (docking)

Empleando el software Autodock 4.2, se llevo a cabo el acoplamiento de los
compuestos 2, 6 y 7 con el receptor CB1. Se empleo la plantilla de compuestos derivas

del articulo Hernadndez, 2013, de los cuales se conoce presentan actividad

hipoglucemiante.
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Compound R X

1 (SR141716A) 2.4-Dichlorophenyl Cl
2 2, 4-Dichlorophenyl H

3 Phenyl H

] 3,4-Dichlorophenyl Cl
5 3-Chloro-4-fluorophenyl Cl
6 7-Chloroquinolin-4-yl Cl
7 4-(Trifluoromethylphenyl Cl
8 2 4-Difluorophenyl F

9 3-Chloro-4-fluorophenyl F
10 7-Chloroquinolin-4-yl F
11 4-{Trifluoromethylphenyl Br
12 2,4-Dichlorophenyl CEF-
13 2, 4-Difluorophenyl CFs

Figura A4.3. Plantilla empleada para acoplamiento molecular.

Validacion del modelo.

Puntuacion Z (Z-score): Es la medida de la significancia estadistica del modelo como
resultado de una alineacién multiple con otras estructuras conocidas. Este valor permite
evaluar la calidad del modelo basado en el tipo de interacciones C@, distorsiones
angulares, interacciones atémicas, potencial de solvatacion, y el grado de conformidad
con base en comparaciones secuenciales, estructura secundaria y accesibilidad de
solvatacién. La evaluacién de los parametros antes mencionados da como resultado
una cifra que representa la calidad del modelo, la cual puede ser negativa (baja calidad)
o positiva (alta calidad), cuyo valor absoluto se espera sea cercano a cero. La mayoria

de las estructuras cristalograficas conocidas son de receptores extramembranales, por
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lo cual este parametro y el valor de QMEAN-score (Ver abajo), no son tan
representativos de la calidad del modelo contruido.

Comparison with non-redundant set of PDE structures

1.0 1.5

0.5

-0.5

Z-score QMEAN: -4.68

normalised QMEANG score
0.0
|

o Z-score Cheta: -6.61

= - Z-score all_atom: -5.63 W |7-score|<1

' Z-score solvation: -7.34 O 1<|Z-score|<2
Z-score torsion; -5.42 O |Z-score|=2

e Z-score 55E agree: -1.43 B query model

— 7| Z-score ACC agree: -3.16
T T T T T T T
0 100 200 300 400 500 600

protein size

Figura A4.4. Puntuacién Z-score

Puntuacion de QMEAN (QMEAN score): Es el valor del grado de confiabilidad del
modelo al ser comparado con otras estructuras e involucra los parametros mencionados
anteriormente para su designacion, los rangos de calidad estimada que maneja este

pardmetro van de 0 al 1, en donde los mejores modelos presentan un valor cercano a 1.
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Density plot for GMEAN scores of the reference set

Density

query model:
CQMEAN score = 0.36
|Z-score =-4.68)

! T I I T T I
0.4 0.5 0.6 0.7 0.8 08 1.0

N =1057 Bandwidth = 0.01887
structures of size 326 (+-109%) residues

Figura A4.5. Valor Qmean

Diagrama de Ramachandran: Grafico que representa las combinaciones angulares y
(psi) y @ (phi) de todos los aminoacidos que constituyen una proteina. Permite visualizar
el comportamiento conformacional de los aminoacidos al representarlos dentro de un
esquema de cuatro cuadrantes, cuya localizacion dependera del tipo de estructura
secundaria que estén conformando. La mayor parte de los valores angulares obtenidos
se encuentran dentro de las regiones esperadas, sin embargo, existen excepciones
como es el caso de la glicina, que gracias a que su cadena lateral es un hidrégeno
puede adoptar muchas conformaciones estéricamente prohibidas, y la prolina, debido a
que es el unico aminoacido capaz de generar enlaces cis y trans. También existe la

posibilidad de que el diagrama se vea alterado debido a la presencia de un ligando.
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PROCHECK

Ramachandran Plot
input_atom_only

~1

1

—'l.ﬁl

~—
o2
§ — = O
2 0 -
= I =]
T ~a
= I | THR 3-1 1 (A)
ey | GLU 237 (A)
L]
-45 ARG 265 (A)
ILE 222 (A)
90 — ,—’_I
B ] HIS 112 (A)
THIF 264 (A
o !lg 264 (A | | . SER 256((A)
135 - . GLN 2612 (A)
- | L]
b | P
1 =
- | |
I | I T U 1
-180 -135 -90 -45 0 45 90 135 180
Phi (degrees)
Plot statistics
EResidues in most favoured regions [A4,.B,L] 253 83 8%
EResidues in additional allowed regions [ab,Lp] 38 12.8%%
Eesidues in generously allowed regions [~a,~b,~1,~p] g 2 &%
Residues in disallowed regions 3 1.0%%
Mumber of non-glycine and non-proline residues 302 100.0%%
Mumber of end-residues (excl Gly and Pro) 2
MNumber of glvcine residues (shown as triangles) 13
Mumber of proline residues =3
Total number of residues 326

Based on an analysis of 118 structures of resolution of at least 2.0 Angstroms
and R-factor no greater than 20%%, a good gquality model would be expected
to hawe ower 90% in the mast favoured regions

Figura A4.6. Diagrama de Ramachandran.
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ANEXO V. ACTIVIDAD HIPOGLUCEMIANTE
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ANEXO V

Evaluacién del compuesto 4.

Tabla A5.1. Datos obtenidos de la evaluacion

_ Vehiculo Glibencamida compuesto 4
Tiempo

Media|E.E.M.|] N |Media|lE.E.M.| N [MediaE.E.M.| N

0 0.00 | 0.00 5 0.00 | 0.00 | 5 0. {000 | 5
1 9.10 (10.98| 5 |-20.43|8.17 | 5 |-19. [14.00| 5

3 |-1.71|5.11 5 |-36.34/ 755 | 5 |-10. | 9.36 | 5

5 |-051]511 5 |-3748| 716 | 5 | -41. |3.00| 5

7 |-5.67]| 6.09 5 |-43.64/990| 5 |-55.|7.00| 5

Tabla A5.2. Parametros estadisticos

Vehiculo vs Glibencamida

Row Factor|Vehiculo|Glibencamida|Difference| 95% ClI of diff. t |P value|[Summary

0 0.0000 0.0000 0.0000 |-30.56 to 30.56(0.0000P > 0.05, ns
1 9.100 -20.43 -29.53 |-60.09t0 1.029|2.816 P < 0.05 *
3 -1.710 -36.34 -34.63 [-65.19 to -4.071|3.303 | P<0.01 *
5 -0.5100 -37.48 -36.97 [-67.53t0 -6.411|3.526 | P<0.01 *
7 -5.670 -43.64 -37.97 |-68.53t0 -7.411|3.621 | P<0.01 *

Vehiculo vs compuesto 4

Row Factor|Vehiculojcompuesto 4Difference| 95% ClI of diff. t |P value|[Summary

0 0.0000 0.0000 0.0000 |-30.56 to 30.56(0.0000P > 0.05, ns
1 9.100 -19.00 -28.10 |-58.66 10 2.459|2.680 |P < 0.05 *

3 -1.710 -10.00 -8.290 |[-38.851t022.27/0.7907P > 0.05 ns
5 -0.5100 -41.00 -40.49 |-71.05t0 -9.931|3.862 | P<0.01 *x
7 -5.670 -55.00 -49.33 |-79.8910-18.77|4.705 P<0.001  ***
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