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RESUMEN

La enzima aldosa reductasa (AR) ha sido relacionada con las secuelas resultantes de la
diabetes. Esta enzima pertenece a la via de los polioles, que es la encargada principal del
metabolismo de glucosa en condiciones de hiperglucemia. La AR convierte la glucosa en
sorbitol, que a su vez es oxidado a fructosa por la sorbitol deshidrogenasa (SDH). En la
hiperglucemia se incrementa la actividad de la AR, no asi de la SDH, acumuldndose el sorbitol
que aumenta la presién osmotica, originandose dafio celular en los rifiones, el tejido
nervioso, la retina y el cristalino. Hay una gran gama de inhibidores de la AR, pero su
toxicidad ha impedido su aplicacién clinica. Un estudio previo indica que la nitrendipina y la
nicardipina, fairmacos antihipertensivos de tipo 1,4-dihidropiridina (DHP), pueden inhibir la
AR. Asimismo, modelos de interaccion entre DHPs y AR sefialan la participacién del
sustituyente en el anillo 4-fenilo. El presente trabajo reporta la sintesis y el estudio in silico
de la interaccion con la AR con analogos de nitrendipina que difieren en el sustituyente del
anillo 4-fenilo. La sintesis fue realizada mediante una variante de la reaccion de Hantzsch,
mientras que la interaccidn de las DHPs con la AR fue realizada usando la técnica de anclaje
molecular (docking). Se obtuvieron ocho DHPs y se caracterizaron por RMN de 'H y 13C,
teniéndose rendimientos del 20.82% al 66.98%. Los estudios de docking indican energias de
union de -6.4 a -6.9 kcal/mol para la interaccion con la AR, lo cual, al comparar con la energia
de union de la nitrendipina, de -6.4 Kcal/mol, sugiere que las DHPs sintetizadas pueden

inhibir a la enzima AR.

Palabras clave: aldosa reductasa, hiperglucemia, 1,4-dihidropiridinas, docking molecular,

estudios in silico.




ABSTRACT

The enzyme aldose reductase (AR) has been linked to the sequelae resulting from diabetes.
This enzyme belongs to the polyol pathway, which is the main body responsible for glucose
metabolism in hyperglycemic conditions. AR converts glucose to sorbitol, which in turn is
oxidized to fructose by sorbitol dehydrogenase (SDH). In hyperglycemia, the activity of AR
increases, but not SDH, accumulating sorbitol that increases osmotic pressure, causing
cellular damage in the kidneys, nervous tissue, the retina and the lens. There is a wide range
of AR inhibitors, but their toxicity has prevented their clinical application. A previous study
indicates that nitrendipine and nicardipine, 1,4-dihydropyridine-type antihypertensive
drugs (DHP), can inhibit AR. Likewise, models of interaction between DHPs and AR indicate
the participation of the substituent on the 4-phenyl ring. The present work reports the
synthesis and in silico study of the interaction with AR of nitrendipine analogues that differ
in the substituent on the 4-phenyl ring. The synthesis was performed using a variant of the
Hantzsch reaction, while the interaction of DHPs with AR was performed using the molecular
anchoring technique (docking). Eight DHPs were obtained and characterized by 1H and 13C
NMR, with yields ranging from 20.82% to 66.98%. Docking studies indicate binding energies
of -6.4 to -6.9Kcal/mol for interaction with RA, suggesting that synthesized DHPs may bind
and inhibit AR.

Key words: aldose reductase, hyperglycemia, 1,4-dihydropyridine, molecular docking, in

silico studies.
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I. INTRODUCCION

La diabetes mellitus representa uno de los principales problemas de salud ptblica en México.
Es un desorden en el metabolismo de carbohidratos causado por una falta de produccion de
insulina o incapacidad del organismo para utilizarla de manera adecuada, acumulando asi la
glucosa en la sangre. A esta condicion se le conoce como hiperglucemia y afecta a los 6rganos
no dependientes de insulina, como: rifidn, retina, cristalino, corazén y sistema nervioso, en
los cuales se presentan las complicaciones cronicas caracteristicas de esta enfermedad.
Mantener niveles altos de glucosa activa vias metabolicas alternativas cuyos productos
pueden afectar la funcidén celular de diferentes tejidos. Estudios realizados durante el siglo
pasado y el actual indican que la via de los polioles tiene relacién con complicaciones
causadas por este estado de salud. Se ha demostrado que en condiciones normaglucémicas
esta via metaboliza s6lo el 3% de la glucosa intracelular, pero en condiciones de
hiperglicemia su actividad aumenta metabolizando hasta un 30%. En esta via participan dos
enzimas, la Aldosa Reductasa (AR) y Sorbitol Deshidrogenasa (SDH). La AR controla esta via
y es la primera enzima en esta via metabdlica, se activa al estar en contacto con la glucosa y
la coenzima NADPH catalizando la reduccion de la glucosa en sorbitol. La SDH es la segunda
enzima participante en la via y cataliza la transformacidn del sorbitol en fructuosa asociada
a la formacion de NADH. El aumento en el flujo de esta via conduce a la alteracién osmotica
de la célula, por la acumulacién intracelular de sorbitol, asi como a un estrés oxidativo que a
la postre se traducen en complicaciones diabéticas. Por esto es de gran importancia la
busqueda de inhibidores de la AR para el control o retardo en las complicaciones generadas

por la hiperglucemia croénica. A la fecha se han reportado un gran nimero de inhibidores de




la enzima AR, pero su toxicidad y efectos colaterales severos han impedido su aplicacién
clinica. Por esto es importante el disefio y descubrimiento de inhibidores de la enzima AR
mas seguros, que puedan tener uso terapéutico para la prevencién de complicaciones de la
diabetes. Recientemente se han reportado que compuestos de tipo 1,4-dihidropiridnas
(DHP) tienen efecto inhibitorio sobre la AR. Las DHPs son farmacos utilizados
terapéuticamente para el tratamiento de la hipertension y otras enfermedades
cardiovasculares y la experiencia clinica indica que son farmacos seguros con pocos efectos
secundarios. Entra las DHPs que presentan efecto inhibitorio de la AR se tiene a la
nitrendipina, cuya sintesis es relativamente sencilla, por lo que en el presente trabajo se tuvo
como proposito el disefo y sintesis de una serie de DHPs analogas de nitrendipina, asi como

la evaluacion in silico de su interaccion con la enzima AR.




Il.  ANTECEDENTES

Via de los polioles

La ruta de los polioles es una via metabdlica alternativa en donde la enzima AR cataliza la
reduccién de la glucosa en sorbitol (Figura 1). Esta via se ha relacionado con la retinopatia
diabética, neuropatia diabética, nefropatia diabética y complicaciones vasculares, debido a
la acumulacioén intracelular de sorbitol y a las condiciones de estrés oxidativo provocado por
la hiperglucemia crénica. Cabe mencionar que la via de los polioles tiene funciones en
diferentes concentraciones de glucosa, en niveles fisiol6gicos solo metaboliza el 3% de la
glucosa a sorbitol y en estas condiciones la AR tiene funcién de desintoxicaciéon celular
(Morrison 1970). Sin embargo, en condiciones de hiperglucemia hasta un 30% de glucosa es
reducida a sorbitol, que no puede ser oxidado rapidamente a fructuosa mediante la enzima
SDH (Gonzalez, 1984). Ademas, en este proceso de reducciéon de glucosa a sorbitol la AR
utiliza la coenzima NADPH que es esencial para la generacidn intracelular de glutation
reducido y al disminuir la cantidad de glutatiéon reducido aumenta la susceptibilidad de
estrés oxidativo intracelular (Petrash et al., 2004; Brownlee, 2006).

En la década de los 60s, Hers (1960) describio la via de los polioles en la vesicula seminal y
demostro la sintesis de fructuosa y sorbitol a partir de glucosa por medio de esta via. En 1962
van Heyningen descubrié que se podia inducir catarata en animales elevando el nivel
plasmatico de un azucar aldosa (glucosa, xilosa), que sirven de sustrato para la enzima AR.
Bajo estas condiciones se demostro la acumulacion del poliol correspondiente dentro de la
lente ocular, cuya concentracidn esta directamente relacionada con la rapidez con la que se
desarrollan las cataratas. En 1963, Kinoshita y su equipo de trabajo encontr6 que el efecto

osmoético de la acumulacién de los polioles dentro de las células de la lente conduce la




entrada de agua resultando el edema celular, disfuncién metabdlica y eventual muerte
celular. Con estos y otros argumentos Kinoshita postul6 su hipétesis osmdtica. Ademas. en
1968, plante6 que la formacion de catarata puede prevenirse mediante la adicion de

inhibidores de la enzima AR.

Alcoholes inactivos

Incremento de

la Glucosa Sorbitol

MNADY NADH

Glutation
Reductasa

Oxidado Reducido

Figura 1. Via de los polioles (Brownlee, 2006)

La hipotesis de Kinoshita fue comprobada por Dvornick (1973), quien sintetiz6 uno de los
primeros inhibidores de la enzima AR derivado de la toluidina (llamado AY-20,263; Figura
2) y report6 que la hinchazon de la lente fue menor cuando fue sometida a este tratamiento.
A su vez, Varma (1973) encontré que la aplicacion tépica del fArmaco AY-22,284 retraso la

opacidad de las cataratas en el transcurso de una semana.
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Figura 2. Compuestos propuestos por Dvornick y Varma (1973) como inhibidores de la
enzima AR.

Aldosa reductasa

La enzima AR (Figura 3) estd conformada por 316 residuos de aminoacidos (PM=36kDa)
(Schade et al, 1990; El-Kabbani et al, 2004) y es miembro de la familia de aldo-ceto
reductasa (AKR) (Bennet et al, 1997). Esta familia cataliza reacciones redox involucradas en
la biosintesis, metabolismo intermedio y desintoxicacién. Ademas de la glucosa, la AR utiliza
otros sustratos como lo son esteroides, productos finales de glicacion, productos de
peroxidacion lipidica y contaminantes ambientales. Debido a su amplia variedad de
sustratos la AR tiene un papel importante en la desintoxicacién de productos farmacéuticos,
drogas y xenobioticos. Esta enzima modula la via de los polioles reduciendo la glucosa en
sorbitol en presencia de NADPH como coenzima. En 1992 se publicaron las primeras dos
estructuras de la AR, provenientes de placenta humana y porcina. Estructuralmente, estan
compuestas por un motivo proteico o/ barril que contiene ocho laminas (3 paralelas
conectadas por ocho hélices a periféricas. El sitio activo se encuentra en el extremo C-
terminal del barril 8 y el cofactor NADPH se une en una conformacién extendida a la parte

inferior del sitio activo (Rondeau et al, 1992; Barski et al, 2008). Los estudios




cristalograficos y de modelaje molecular de la enzima AR (Wilson et al, 1992), demuestran
que la conformacién del sitio puede cambiar dependiendo del ligando unido a la AR,
confirmando con ello la flexibilidad del sitio activo.

El sitio activo de la AR estd formado a su vez por tres sub-sitios (Figura 4). El primero de
ellos es llamado sitio de unién aniénica, que esta conformado por las cadenas laterales de
Tyr48, His110, Trp20, y Trp111. El segundo es conocido como sitio especifico que lleva los
residuos de Leu300, Cys298, Cys303, Trp111, Cys303 y Phel22. El sitio especifico muestra
un elevado grado de flexibilidad molecular y los residuos que conforman este sitio no son
conservados. El tercero es un sitio hidrofébico formado por los residuos Trp20, Trp111,

Phel122 y Trp219 (Urzhumtsev et al., 1997; Alexiou, 2009; Zhu, 2013).

Figura 3. Estructura de rayos X de la enzima Aldosa Reductasa (Wilson, 2008)
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Figura 4. Sitios de unién propuestos para el sitio activo de la AR (Zhu, 2013)

Inhibidores de la enzima AR

En las ultimas décadas se han reportado un gran ntimero de compuestos inhibidores de la
enzima AR con base en estudios in vitro. Sin embargo, muy pocos compuestos han alcanzado
la fase de estudios clinicos debido a que poseen una farmacocinética pobre o efectos
colaterales severos. En la actualidad los inhibidores de la enzima AR se dividen en dos grupos
(Figura 5).

Derivados del acido carboxilico: a este grupo pertenecen el tolrestat, epalrestat y
zopolrestat, siendo epalrestat el inico inhibidor disponible en China actualmente utilizado
parara tratar las complicaciones de la hiperglucemia crénica como la neuropatia y nefropatia
diabética (Alexiou et al, 2009; Zhu,2013).

Derivados de espirohidantoina: En este grupo es caracteristico en el anillo hidantoina, el
cual interacciona con la enzima AR. El desarrollo de este tipo de inibidores fue una soluciéon

ante el inadecuado perfil farmacocinético de los derivados de acido carboxilico, pero a pesar




de contar con mejores propiedades sus efectos secundarios como lo son erupcién cutanea,
hipersensibilidad o toxicidad hepatica, han evitado su uso clinico (Jaspan et al, 1985).
Sorbinil es el compuesto mas caracteristico de este grupo.

A)Epalrestat

XX
N
CHs s—/ 0
HO
[
B)Tolrestat o N\/[k C)Sorbinil o
OH }—NH
HN \\\
\\\\\\\\0
F
HsC
\O
CF, o

Figura 5. Ejemplos de inhibidores derivados de espirohidantoina y acido carboxilico.

Los inhibidores de la enzima AR tienen como caracteristica comun la presencia de uno o mas
anillos aromaticos que se unen de manera hidrofébica con la region lipofilica de la enzima
(ElI Kabbani et al., 2004). En 1993, se realiz6 una comparacién de la estructura de una
holoenzima con el complejo AR-zopolrestat donde se encontraron cambios
conformacionales en los residuos 121-135 y 298-305 que facilitaban la unién de inhibidor
(Wilson et al.,, 1992). En 1997 se observé que en los complejos cristalinos con la enzima AR
el tolerestat y el sorbinil se unian también en el sitio activo. Se establecié un bolsillo de

especificidad que presenta los residuos de Trp111, Phe122 y Leu300 (Wilson et al., 1993).




La posibilidad de inhibir la enzima AR ha promovido la bisqueda de farmacos con este fin.
Dentro de los abordajes para realizar esto, el docking molecular es uno de los métodos in
silico mas utilizados para el disefio de farmacos debido a su capacidad para predecir la unién
de ligandos (farmacos) a un sitio de unién en una proteina. La informacién que proporciona
esta técnica incluye la energia de union, asi como la propuesta de modelos interaccién del
ligando con la enzima (mostrando interacciones de puentes de hidrégeno, interacciones pi-
pi, fuerzas de Van der Walls, etc., entre el ligando y la proteina). Esta informacién sirve para
dilucidar si los farmacos estudiados pueden ser prospectos a futuras pruebas in vitro. En el
caso particular de la enzima AR, ya en 1998 Lee y colaboradores usaron este tipo de
metodologia para estudiar la unién a esta enzima de seis inhibidores estructuralmente
diversos, obteniendo modelos vinculantes de los inhibidores al sitio activo de la enzima. El
modelo obtenido estaba de acuerdo con los datos experimentales (de rayos X) que indicaban
que los inhibidores estudiados interactuaban con los aminoacidos Trp48, His110 y Trp111,

que estan en el sub-sitio de unién anionica del sitio activo de la AR.

Compuestos 1,4-dihidropiridina

Las DHPs son compuestos conocidos desde 1882 cuando Hantzsch las utiliz6 como
intermediarios para la obtencién de piridinas. Esto compuestos fueron de poco interés hasta
la década de 1960’s, cuando Albrecht Fleckenstein demostr6 que la nifedipina (el prototipo
de las DHPs) abolié la contraccion inducida por calcio en musculo papilar de cobayo, efecto
que podia ser superado al aumentar las concentraciones de calcio extracelulares; razon por
la que se les llam6 antagonista de calcio. Poco después se precis6 que las DHPs no eran

antagonistas (competitivos) de calcio, sino que interactian con la subunidad al de los




canales activados por voltaje tipo L, provocando que estos canales permanezcan cerrados
mas tiempo, bloquedndose la entrada de calcio extracelular que conlleva a una relajacién de
los vasos sanguineos. Actualmente las DHPs son utilizadas en clinica para el tratamiento de
enfermedades cardiovasculares incluyendo hipertensiéon. Estudios de investigacion basica
han mostrado que las DHPs ademas de sus efectos cardiovasculares, presentan otros efectos
farmacolégicos como son: efecto analgésico, antiinflamatorio, antituberculoso, actividad
tanto bacteriana como antiparasitaria. También tienen una actividad antioxidante con la
peroxidacion lipidica, produciendo radicales libres en el proceso de oxidacion por donacion
de protones. (Swarnalatha et al,, 2011).

Estudios actuales han seflalado que las DHPs también presentan efecto inhibidor de la
enzima AR. Actualmente se tiene estudios en donde la nitrendipina tiene buen efecto
inhibitorio sobre la enzima AR, reportando que la nitrendipina presenta una inhibicion del
70% de la enzima AR (Montes-Vega, 2015). Recientemente se realizo estudios con
nitrendipina y nifedipina, entre otros, concluyendo que uso de estos puede ser beneficioso

para el tratamiento de las complicaciones de las diabetes. (Tiirkes et al, 2019).

Aspectos quimicos de las 1,4-dihidropiridinas

Las DHPs son compuestos sdlidos (generalmente cristales) que presentan punto de fusion
arriba de 100°C. En el caso de la nicardipina y amlodipina, compuestos de caracter basico,
pueden ser obtenidas en forma de sales, principalmente de clorhidratos. Las DHPs son pocos
solubles en agua, pero solubles en varios solventes organicos, acetona, diclorometano,
cloroformo, dimetilsulféxido, etc., por lo que tiene la caracteristica de ser lipofilicos.

El método mas general para la sintesis de DHPs esta basado en la reaccion de Hantzsch. Esta

reaccion consiste en hacer reaccionar un compuesto B dicarbonilico, un aldehido
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(benzaldehido sustituido) y amoniaco (en proporcién 2:1:1) para dar una dihidropiridina
sustituida. Ademas de la sintesis clasica, también se han sido reportadas algunas variantes
de la reaccidon de Hantzsch (figura 6); de estas variantes, los métodos A y C son solamente
aplicables para la sintesis de DHPs con sustituyentes iguales en los ésteres (R = R'), mientras
que los métodos B (sintesis de dos pasos via el intermediario de Knoevenagel) y D
(ciclocondensacion de tres componentes) se utilizan generalmente para la sintesis de DHPs
que tiene diferentes sustituyentes en los ésteres (R # R'). Es por esto que utilizamos la
variacion D, para asi poder tener diferentes sustituyentes en los ésteres y asi poder tener la

serie de DHPs propuesta para este trabajo.

) : COZ Knoevenagel COZR'
equlvo Condensacmn N C02R+ |
NH,
CO,R CO,R’
Me N
/ H \
CO,RCO,R! gozR N X
; + 1 + < 2 equiv. |
Hs;C NH
0~ “Me HsC~ “NH, 3 2 CHO
CHO

Figura 6. Métodos mas comunes de la sintesis de Hantzsch para las DHPs.




I1l.  OBJETIVOS

Objetivo general

Sintetizar una serie de 8 DHPs, analogas a nitrendipina, que presentaran diferentes
sustituyentes en el anillo aromatico, como posibles inhibidores de la enzima aldosa

reductasa.

Objetivos especificos

1. Establecer las condiciones de reaccion adecuadas para la sintesis de DHPs mediante la
variante de la reaccion de Hantzsch.

2. Caracterizar las estructuras de las DHPs sintetizadas mediante resonancia magnética
nuclear de hidrégeno (RMN-1H) y de carbono (RMN-13C).

3. Modelar mediante docking (anclaje) molecular la interacciéon de las DHPs sintetizadas

con la enzima aldosa reductasa.
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IV. METODOLOGIA

Sintesis Quimica

La preparacion de las DHPs se hizo mediante una modificacién de la reaccién de Hantzsch.
El procedimiento general que se utilizo para la sintesis de DHPs fue colocar en un matraz
bola de 50mL una solucién de benzaldehido sustituido, 3-metilacetoacetato y 3-
etilaminocrotonato en isopropanol. La reacciéon fue mantenida en reflujo con agitaciéon
magnética de 18-23 horas. El producto fue filtrado, lavado con metanol frio y posteriormente
purificado por recristalizacion con metanol. Los compuestos sintetizados fueron

caracterizados por RMN-1H y RMN-13C.

Docking Molecular

El modelaje de la interaccién enzima-ligando se llevo a cabo mediante la técnica de docking
molecular usando el sofware Autodock Vina (v.1.1.2.). La preparacion de las moléculas para
ser sometidas a dicho docking fue hecha usando los programas Maestro (v.9.8; Scrodinger
Inc.) y Autodock Tools (v.1.5.6.); el primero fue usado para optimizar la geometria de las
moléculas de DHP (método semiempirico AM1) y el segundo para definir el mapa de
busqueda, que consiste en delimitar el especio en la macromolécula donde interaccionara el
ligando. La enzima AR que se utiliz6 en el estudio fue obtenida de la base de datos Protein

Data Bank (PDB: 1ads en formato pdb).

Estudio in silico ADME

El estudio in silico de ADME (absorcidn, distribucion, metabolismo y excrecion) consistié en

calcular parametros relacionados con la farmacocinética de las DHPs sintetizadas. Para el

-13 -

—
| —



estudio ADME se hizo uso de los servicios ofrecidos en la pagina http: //www.swissadme.ch,
en donde se generaron las moléculas de las DHPs en formato SMILES. En esta misma pagina

se corrid el programa SwissADME en linea para obtener los resultados del estudio.
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V. MATERIALES

Todos los reactivos y solventes utilizados en la sintesis de DHPs fueron de grado analitico o
HPLC, obtenidos de Baker (Xalostoc, Estado de México, México) o Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, E.U.A.). Los puntos de fusion fueron determinados en un aparato EVEL modelo 1237.
Los espectros de resonancia magnética nuclear hidrégeno y carbono fueron obtenidos en el
laboratorio de resonancia del Instituto de Investigaciones Quimico Bioldgicas de la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, en un espectrémetro Varian Mercuri plus
400 MHz y un espectrémetro Varian Mercuri plus a 100 MHz, usando como estandar interno

TMS y como disolvente cloroformo deuterado (CDCls).
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VI. RESULTADOS

En total se prepararon ocho DHPs analogas de la nitrendipina (Tabla 1). La preparacion de
las DHPs fue realizada mediante una modificacion de la reaccidon de Hantzsch (Hernandez-
Gallegos et al., 1995; Noyola y Hernandez-Gallegos, 2003). Todas las DHPs fueron obtenidas

en forma de racemato.

Tabla 1. Estructura y propiedades fisicas de las DHPs sintetizadas

DHP X Punto de fusion (°C) Peso molecular Rendimiento

(%)
1 H 128-129 315.14 47.15
2 p-F 106-107 333.14 22.28
3 p-Cl 130-131 349.59 26.11
4 p-Br 118-119 394.04 66.98
5 m-Br 135-136 394.04 33.60
6 m-Cl 125-126 349.59 39.67
7 o-F 108-109 333.14 31.05
8 p-CHs 112-113 329.15 20.82

Sintesis Quimica

El primer intento de sintesis consistié en utilizar 8 mmol de benzaldehido sustituido, 8

mmol de 3-metilaminocrotonato y 8 mmol de 3-etilacetoacetato en 5mL de isopropanol,
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en reflujo y agitacién magnética durante 18 a 21 hrs. El producto obtenido presenté
punto de fusién muy bajo en comparacién con la literatura y muy bajo rendimiento 5.2%.
Los espectros de RMN-1H y RMN-13C presentaron las sefiales esperadas, ademas de otras
sefiales. Ademas, en la cromatografia de capa fina presento mas de manchas, indicando
que el producto presentaba impurezas.

Ante estos resultados no favorables, se propuso cambiar el 3-metilaminocrotonato por
3-etilaminocrotonato y el 3-etilacetoacetato por 3-metilacetoacetato, usando las mismas
cantidades que antes (8 mmol). Se pusieron a prueba varios tiempos de reflujo (18-21
horas), hasta encontrar las condiciones O6ptimas de reacciéon las cuales varian
dependiendo del sustituyente en el anillo 4-fenilo.

Las propiedades fisicas de las DHPs sintetizadas se presentan en la Tabla 1. Las DHPs,
sintetizadas son asimétricas, que tienen como sustituyente en C-3 un carboxietilo y en C-
5 un carboximetilo, presentando diferentes sustituyentes en el anillo aromatico. Las
DHPs fueron obtenidas con un rendimiento entre 20.8 - 66.8%, siendo la DHP 4 la que
presento mayor rendimiento y la DHP 8 la presento menor rendimiento. Cabe sefialar
que los rendimientos fueron calculados una vez purificado el compuesto, lo que se logré

mediante dos recristalizaciones con metanol.

DHP 1: (+)-2,6-dimetil-3-carboxietil-4-(fenil)-5-carboximetil-1,4-dihidropiridina

Una solucion de benzaldehido, 3-metilacetoacetato y 3-etilaminocrotonato en
isopropanol (5mL) fue mantenida en reflujo con agitacion magnética durante 18 horas.
El producto obtenido fue filtrado, lavado con metanol frio, posteriormente purificado por

recristalizacion con metanol, obteniéndose 1.56g.
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RMN-1H (400 MHz, CDCls): § ppm 1.09-1.13 (t,3H,H17), 2.06 (s,3H,H22), 3.8 (s, 3H,H21),
420-4.25 (c,2HH18), 4.58-4.60 (s,1H,H7),6.0-6.25 (t3H,NH), 7.20-7.39 (m,5H,
H1,H2,H4,H5,H6).

RMN-13C (100 MHz, CDCl3): § ppm C18-C13 (128.993), C11 (129.169), C9 (133.940), C3
(167.383), C2,4,5,6 (167.876), C12 (128.993), C8 (144.393), C18 (128.188), C21

(103.486), C7 (144.666), C22-23 (77.318), C17(126.263).

DHP 2: (#)-2,6-dimetil-3-carboxietil-4-(p-fluorofenil)-5-carboximetil-1,4-
dihidropiridina

Una solucién de 4-fluorobenzaldehido, 3-metilacetoacetato y 3-etilaminocrotonato en
isopropanol (5mL) fue mantenida en reflujo con agitacion magnética durante 18 horas.
El producto obtenido fue filtrado, lavado con metanol frio, posteriormente purificado por
recristalizacion con metanol, obteniéndose 0.66 g.

RMN-1H (400 MHz, CDCl3): § ppm 1.09-1.13 (t,3H,H17), 2.06 (s,3H,H22), 3.8 (s, 3H,H21),
4.20-4.25 (c,2H,H18), 4.58-4.60 (s,1H,H7),6.0-6.25 (t3H,NH), 7.20-7.39 (m,5H,
H1,H2,H4,H5,H6).

RMN-13C (100 MHz, CDCls): § ppm C18-C13 (128.993), C11 (129.169), C9 (133.940), C3
(167.383), C2,4,5,6 (167.876), C12 (128.993), C8 (144.393), C18 (128.188), C21

(103.486), C7 (144.666), C22-23 (77.318), C17(126.263).

DHP 3: (#)-2,6-dimetil-3-carboxietil-4-(p-clorobefenil)-5-carboximetil-1,4-

dihidropiridina
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Una soluciéon de 4-clorobenzaldehido, 3-metilacetoacetato y 3-etilaminocrotonato en
isopropanol (5mL) fue mantenida en reflujo con agitacion magnética durante 18 horas.
El producto obtenido fue filtrado, lavado con metanol frio, posteriormente purificado por
recristalizacion con metanol, obteniéndose 0.72 g.

RMN-1H (400 MHz, CDCl3): § ppm 1.09-1.13 (t,3H,H17), 2.06 (s,3H,H22), 3.8 (s, 3H,H21),
4.20-4.25 (c,2H,H18), 4.58-4.60 (s,1H,H7),6.0-6.25 (t3H,NH), 7.20-7.39 (m,5H,
H1,H2,H4,H5,H6).

RMN-13C (100 MHz, CDCls): 6 ppm C18-C13 (128.993), C11 (129.169), C9 (133.940), C3
(167.383), C2,4,5,6 (167.876), C12 (128.993), C8 (144.393), C18 (128.188), C21

(103.486), C7 (144.666), C22-23 (77.318), C17(126.263).

DHP 4: (*)-2,6-dimetil-3-carboxietil-4-(p-bromofenil)-5-carboximetil-1,4-
dihidropiridina

Una solucion de 4-bromobenzaldehido, 3-metilacetoacetato y 3-etilaminocrotonato en
isopropanol (5mL) fue mantenida en reflujo con agitacion magnética durante 18 horas.
El producto obtenido fue filtrado, lavado con metanol frio, posteriormente purificado por
recristalizacion con metanol, obteniéndose 1.71 g.

RMN-1H (400 MHz, CDCl3): § ppm 1.09-1.13 (t,3H,H17), 2.06 (s,3H,H22), 3.8 (s, 3H,H21),
4.20-4.25 (c,2H,H18), 4.58-4.60 (s,1H,H7),6.0-6.25 (t3H,NH), 7.20-7.39 (m,5H,
H1,H2,H4,H5,H6).

RMN-13C (100 MHz, CDCls): § ppm C18-C13 (128.993), C11 (129.169), C9 (133.940), C3
(167.383), C2,4,5,6 (167.876), C12 (128.993), C8 (144.393), C18 (128.188), C21

(103.486), C7 (144.666), C22-23 (77.318), C17(126.263).
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DHP 5: (#)-2,6-dimetil-3-carboxietil-4-(m-bromofenil)-5-carboximetil-1,4-
dihidropiridina

Una solucién de 3-bromobenzaldehido, 3-metilacetoacetato y 3-etilaminocrotonato en
isopropanol (5mL) fue mantenida en reflujo con agitacion magnética durante 18 horas.
El producto obtenido fue filtrado, lavado con metanol frio, posteriormente purificado por
recristalizacion con metanol, obteniéndose 0.78 g.

RMN-1H (400 MHz, CDCl3): § ppm 1.09-1.13 (t,3H,H17), 2.06 (s,3H,H22), 3.8 (s, 3H,H21),
4.20-4.25 (c,2H,H18), 4.58-4.60 (s,1H,H7),6.0-6.25 (t,3H,NH), 7.20-7.39 (m,5H,
H1,H2,H4,H5,H6).

RMN-13C (100 MHz, CDCls): 6 ppm C18-C13 (128.993), C11 (129.169), C9 (133.940), C3
(167.383), C2,4,5,6 (167.876), C12 (128.993), C8 (144.393), C18 (128.188), C21

(103.486), C7 (144.666), C22-23 (77.318), C17(126.263).

DHP 6: (#)-2,6-dimetil-3-carboxietil-4-(m-clorofenil)-5-carboximetil-1,4-
dihidropiridina

Una solucion de 3-bromobenzaldehido, 3-metilacetoacetato y 3-etilaminocrotonato en
isopropanol (5mL) fue mantenida en reflujo con agitaciéon magnética durante 18 horas.
El producto obtenido fue filtrado, lavado con metanol frio, posteriormente purificado por
recristalizacion con metanol, obteniéndose 1.09 g.

RMN-1H (400 MHz, CDCl3): § ppm 1.09-1.13 (t,3H,H17), 2.06 (s,3H,H22), 3.8 (s, 3H,H21),
4.20-4.25 (c,2H,H18), 4.58-4.60 (s,1H,H7),6.0-6.25 (t,3H,NH), 7.20-7.39 (m,5H,

H1,H2,H4,H5,H6).
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RMN-13C (100 MHz, CDCl3): § ppm C18-C13 (128.993), C11 (129.169), C9 (133.940), C3
(167.383), C2,4,5,6 (167.876), C12 (128.993), C8 (144.393), C18 (128.188), C21

(103.486), C7 (144.666), C22-23 (77.318), C17(126.263).

DHP 7: (#)-2,6-dimetil-3-carboxietil-4-(o-fluorofenil)-5-carboximetil-1,4-
dihidropiridina

Una solucién de 2-fluorobenzaldehido, 3-metilacetoacetato y 3-etilaminocrotonato en
isopropanol (5mL) fue mantenida en reflujo con agitacion magnética durante 18 horas.
El producto obtenido fue filtrado, lavado con metanol frio, posteriormente purificado por
recristalizacion con metanol, obteniéndose 0.93 g.

RMN-1H (400 MHz, CDCl3): § ppm 1.09-1.13 (t,3H,H17), 2.06 (s,3H,H22), 3.8 (s, 3H,H21),
4.20-4.25 (c,2H,H18), 4.58-4.60 (s,1H,H7),6.0-6.25 (t3H,NH), 7.20-7.39 (m,5H,
H1,H2,H4,H5,H6).

RMN-13C (100 MHz, CDCls): § ppm C18-C13 (128.993), C11 (129.169), C9 (133.940), C3
(167.383), C2,4,5,6 (167.876), C12 (128.993), C8 (144.393), C18 (128.188), C21

(103.486), C7 (144.666), C22-23 (77.318), C17(126.263).

DHP 8: (#)-2,6-dimetil-3-carboxietil-4-(p-tolualdehido)-5-carboxietil-1,4-
dihidropiridina

Una solucién de 4-tolualdehido, 3-metilacetoacetato y 3-etilaminocrotonato en
isopropanol (5mL) fue mantenida en reflujo con agitacion magnética durante 18 horas.
El producto obtenido fue filtrado, lavado con metanol frio, posteriormente purificado por

recristalizacion con metanol, obteniéndose 0.63 g.
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RMN-1H (400 MHz, CDCls): § ppm 1.09-1.13 (t,3H,H17), 2.06 (s,3H,H22), 3.8 (s, 3H,H21),
420-4.25 (c,2HH18), 4.58-4.60 (s,1H,H7),6.0-6.25 (t3H,NH), 7.20-7.39 (m,5H,
H1,H2,H4,H5,H6).

RMN-13C (100 MHz, CDCl3): § ppm C18-C13 (128.993), C11 (129.169), C9 (133.940), C3
(167.383), C2,4,5,6 (167.876), C12 (128.993), C8 (144.393), C18 (128.188), C21

(103.486), C7 (144.666), C22-23 (77.318), C17(126.263).

Docking Molecular

El estudio in silico sobre la interaccion de la enzima AR con la serie de DHPs sintetizadas
(realizado mediante docking molecular) nos proporcioné modelos de la interaccién de
las DHPs, asi como energias de uniéon (en Kcal/mol) calculadas para cada modelo. Los
resultados indican que las energias de unién a la AR de las DHPs sintetizadas estdn en un
rango de -6.1 a-7.2 Kcal/mol. Para compara los modelos interaccion, asi como los valores
de energia de unién de las DHPs sintetizadas, se realizé el docking molecular para la
nitrendipina encontrandose que ésta también interacciona en el sitio activo de la enzima
AR con una energia de union de -6.4 Kcal/mol. En las Figuras 7 a 15 se muestran los

modelos de interaccidn obtenidos para la nitrendipina y las DHPs sintetizadas.
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Figura 7. Interaccidn de la nitrendipina con la enzima AR

-6.5 Kcal/mol y como aminoacidos cercanos

DHP 1: Se report6 una energia de unioén de

, Trp219, Cys298 y Leu 300.

Trp20, Trp111, Phel22

Figura 8. Interaccion de la DHP 1 con la enzima AR
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DHP 2: Se report6 una energia de union de -6.8Kcal/mol y como aminoacidos cercanos

Trp20, Trp111, Phel22, Pro218, Cys298 y Leu300.

Figura 9. Interaccion de la DHP 2 con la enzima AR

DHP 3: Se report6 una energia de unién de -6.4 Kcal/mol con interaccién de puente de
hidrégeno con Trp20 y como aminodcidos cercanos Trp20, Trp79, Trp111, His110,

Phel22, Trp219 y Leu300.




DHP 4: Se reporté una energia de unién de -6.5Kcal/mol con interaccién de puente de
hidrégeno con Trp20 y como aminoacidos cercanos Trp20, Lys21, Val47, Tyr79 y

Trp2109.

Figura 11. Interaccién de la DHP 4 con la enzima AR.

DHP 5: Se report6 una energia de uniéon de -6.5Kcal/mol y como aminoacidos cercanos

Trp20, Phel121, Phel22, Pro218 y Trp219.

Figura 12. Interaccion de la DHP 5 con la enzima AR.
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DHP 6: Se report6 una energia de unidén de -6.8 Kcal/mol con una interaccién de puente
de hidrégeno con Trp20 y como aminoacidos cercanos Trp20, Trp79, Phel122, Pro218 y

Trp2109.

Figura 13. Interacciéon de la DHP 6 con la enzima AR.

DHP 7: Se report6 una energia de unién de -6.9Kcal/mol y como aminoacidos cercanos

Trp20, Trp79, Trp111, Phel122, Trp219, Leu300 y Leu301.

Figura 14. Interaccién de la DHP 7 con la enzima AR.
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DHP 8: Se reportd una energia de unién de -6.8Kcal/mol y como aminodacidos cercanos

Trp20, Trp111, Phel22, Pro118, Cys298 y Leu300.

Figura 15. Interaccion de la DHP 8 con la enzima AR.

Enla Tabla 2 se da un resumen de las interacciones propuestas por los estudios de dockig

en la union de las DHPs con la enzima AR.

Tabla 2. Relaciéon de interacciones de DHPs con la enzima AR.

Sustituyente| Energia de Aminodcidos cercanos Interaccion
DHP enelanillo4{ union puente de
fenilo (Kcal/mol) hidrégeno
1 H -6.5
2 4-F -6.8
3 4-Cl -6.4 Trp20
4 4-Br -6.5 Trp20
5 3-Br -6.5
6 3-Cl -6.8 Trp20
7 2-F -6.9
8 4-CH; -6.8
Nitrendipina 3-NO, -6.4
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Estudio in silico ADME

Los resultados del estudio in silico ADME son mostrados en la Tabla 3. Estos resultados
incluyen parametros farmacocinéticos calculados relacionados con la absorcién
gastrointestinal, coeficiente de particion (Log P), inhibicion de Citocromos P450,
inhibicion de la glicoproteina P y coeficiente de penetracion a través de la piel (Log Kp).
Este estudio se realizd tanto para las DHPs del estudio, como para la nitrendipina. Esto

para contar con un farmaco de comparacién cuya farmacocinética es conocida.

Tabla 3. Resultados obtenidos del estudio in silico ADME

Propiedades farmacocinéticas
DHP Absorcion BBB Inhibidor de citocromos Sustrato | Log Kp Log P
gastrointestinal | permeante | CYP1A2 |CYP2C19| CYP2C9 | CYP2D6 | CYP3A4 P-gp {cm/s)

Nitrendipina Alta Si Si Si Si Si Si No -6.45 1.99
1 Alta Si Si Si Si Mo Mo Mo -6.06 2.7
2 Alta 51 Si Si Si No Si Mo -6.1 3
3 Alta Si Si Si Si No Si Mo -5.82 3.2
1 Alta Si Si Si Si Mo Si Mo -6.05 3.4
5 Alta Si Si Si Si No Si Mo -6.05 3.3
] Alta Si Si Si Si No Si Mo -5.82 3.2
7 Alta Si Mo Si Si Mo Si Mo -6.51 2.8
8 Alta Si Si Si Si No Mo Mo -5.88 3
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VII. DISCUSION DE RESULTADOS

En la busqueda de nuevos compuestos con una actividad biolégica especifica es una
estrategia comun el hacer compuestos analogos de una molécula que se sabe tiene esa
actividad de interés. En este trabajo se sigui6 esta estrategia con el fin de buscar nuevos
inhibidores de la AR, tomando como molécula lider a la nitrendipina. A su vez, la
modificacion estructural propuesta (cambio del sustituyente del anillo 4-fenilo) permite
explorar la influencia que tiene esta parte de la molécula de DHP sobre la inhibicién de la

enzima AR.

Resultados quimicos.

Se realizo las sintesis de ocho DHPs asimétricas, mono y disustituidas, que presentan
como sustituyentes (Cl, Br, F 6 CHs) en el anillo aromatico, con el propésito de contar
fisicamente con DHPs que de acuerdo a estudios in silico pudieran inhibir a la AR, para
usarlos en futuros estudios experimentales.

La obtencién de subproductos o productos diferentes a los esperados es frecuente en la
sintesis de compuestos, debido a que la mayoria de las reacciones quimicas no son
producto especificas. En el caso de la reaccion de Hantzsch existen reportes que
confirman la posibilidad de obtener productos diferentes a las DHPs. Un ejemplo es el
publicado por Filipan-Litvic et al. (2007), en el que se someti6 a reflujo o-
metoxibenzaldehido y metil-3-aminocrotonato usando como solvente 2-propanol. En
una reaccién normal de Hantzsch, la DHP se formaria a partir de dos moléculas de metil-
3-aminocrotonato y una del o-metoxibenzaldehido. Sin embargo, el producto que ellos

obtuvieron fue el resultado de la condensacion de dos moléculas del o-
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metoxibenzaldehido y una del metil-3-aminonocrotonato. Otro ejemplo es le reportado
por Angeles et al. (2001), en el que al hacer reaccionar 2-nitrobenzaldehido, acetoacetato
de etilo e hidréxido de amonio en etanol se obtuvieron ademas de la DHP esperada, una
dihidropiridina isomérica y dos compuestos triciclicos. En el proyecto algo similar pudo
pasar al realizar el primer intento de sintesis de Hantzsch utilizando 3-
metilaminocrotonato como portador del nitrégeno que aparece en el anillo DHP, en
donde no se obtuvieron compuestos puros sino subproductos, los cuales no fueron
identificados. Su rendimiento fue bajo (5.2 %) y presentaba varias sefales diferentes a
las esperadas.

Ante los resultados negativos obtenidos en la sintesis, se decidi6 utilizar 2-propanol y 3-
etilaminocrotonato como fuente de nitrégeno, ya que en base a la experiencia de nuestro
laboratorio y reportes de la literatura respecto a la sintesis de 1,4-DHPs, esté solvente ha
demostrado ser mejor que otros alcoholes (como etanol, metanol, etc.) debido a la facil
cristalizacion del producto obtenido de la reaccion (Filipan-Litvic et al., 2007).

En general, los rendimientos en la sintesis de las DHP bajo las nuevas condiciones de
reaccion estuvieron dentro del rango de datos reportados en la literatura para este tipo
de compuestos (20-70%, aproximadamente). Por lo anterior, se logr6 obtener cantidades
mas que suficientes para la caracterizacion quimica de cada una de las DHPs y para
futuros estudios experimentales.

El andlisis de los rendimientos obtenidos en este trabajo indica que aquellas DHPs con
grupo halégeno como sustituyente en el anillo aromatico (DHP 2 a DHP 7) presentan
mejores rendimientos (20.82% - 66.98%) en comparacion a las demas DHPs sustituidas

de la serie sintetizada.
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El mecanismo propuesto para la reaccién tipo Hantzsch utilizada para la preparacion de
las DHPs de la serie consta de tres etapas (Figura 16):

1. Condensacion de Knoevenagel del aldehido con el 3-etilaminocrotonato: inicia con un
ataque nucleofilico del doble enlace al carbonilo del aldehido, posteriormente ocurre la
abstraccion del hidrégeno del carbono a del 3-etilaminocrotonato y la deshidrataciéon
para la formacién del sistema af3-insaturado.

2. Adicién de Michael: es el paso crucial de la reaccion y consiste en la adicién de la
molécula de metilacetoacetato sobre el producto de condensaciéon de Knoevenagel, con
desplazamiento de un protén para dar como producto una amina.

3. Condensacidén intramolecular de la amina: consiste en una ciclacién intramolecular y
la salida de agua, con la consecuente generacion del sistema 1,4-dihidropiridina.

La estructura de todas las DHPs fue confirmada por sus espectros de RMN-1H y RMN-13C.
En todos los casos se obtuvieron las sefiales caracteristicas (desplazamiento quimico,
multiplicidad e integracion) correspondientes al numero y tipo de los diferentes
protones y carbonos presentes en la estructura. Las sefiales de hidrogeno extras que
aparecen en los espectros de RMN-1H (1.6-1.7 ppm) corresponden a residuos de agua, ya
que el solvente que fue utilizado para la obtencién de los espectros es el cloroformo,
mismo que por estar en contacto con el medio ambiente se hidrata; las sefiales residuales

correspondientes a cloroformo en RMN-13C aparecen en 76-78 ppm.

-31-

—
| —



N

(0) CH3 2-

‘ isopropanol NZ “CH 3
[EE— . |

N\) CH3 Agitacion H
magnética
Reflujo
18-21hrs

Figura 16. Mecanismo de reacciéon propuesto de la sintesis de las DHPs de la serie.
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Docking molecular

El docking molecular es una técnica de prediccion in silico que utilizamos para poder
proponer la forma en que las DHPs de la serie tiene interaccion con la enzima AR. Esta
técnica calcula interacciones posibles entre una molécula proteica y un ligando, con la
finalidad de generar complejos estables. -De los programas existentes para realizar
docking molecular, en este trabajo se uso el programa Autodock Vina, que es uno de los
mas utilizados para realizar este tipo de estudios.

Los resultados obtenidos del modelaje de la interaccion de la enzima AR con la
nitrendipina indican que los aminodacidos cercanos a este ligando son: Trp20, Trp111,
Phe122 y Leu300. Los tres primeros aminoacidos se encuentran en el sub-sitio
hidrofébico, en tanto que el cuarto estd en el sub-sitio especifico del sitio activo
propuesto de la enzima AR. A su vez, los resultados que se obtuvieron de la interaccién
de las 8 DHPs sintetizadas con la enzima AR indican que la mayoria de las DHPs tienen
como aminodacidos cercanos estos mismos cuatro aminoacidos, lo que era de esperar por
cuanto las DHPs sintetizadas tienen una estructura similar a la nitrendipina, solo se
diferencian en el sustituyente en el anillo aromatico. Por otra parte, varios de las DHPs
presentaron otros aminodacidos cercanos, pero en todos los casos son aminoacidos que
estan dentro del sitio activo de la enzima AR. Adicional a ello, los modelos de interaccion
muestran que, en el caso de las DHP3, DHP4 y DHP6 se establece una interaccién por
puente de puente de hidrégeno con el aminoacidoTrp20, que contribuirian a estabilizar
su union con la enzima AR. Los modelos de interaccidn sobre las DHPs sintetizadas y la
enzima AR concuerdan con las interacciones reportadas en la literatura (Wilson et al,

1992). Nuestra molécula tiene la presencia de 1 anillos aromaticos, una caracteristica
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comun entre los diversos inhibidores de la enzima AR que presentan este tipo de anillos
aromaticos. En resumen, podemos decir que, de acuerdo a los estudios de anclaje
molecular, las DHPs sintetizadas presentaran una actividad inhibitoria de la enzima AR

similar o mayor a la que presenta la nitrendipina.

Estudios in silico ADME

Los parametros obtenidos del estudio in silico ADME indican que las DHPs del estudio
tendran una farmacocinética adecuada. Comparadas con la nitrendipina, las DHPs
sintetizadas presentan parametros farmacocinéticos similares, lo que indicaria que estas
DHPs no estarian impedidas de presentar un efecto sistémico, asi como lo presenta la
nitrendipina. Los resultados del estudio in silico ADME también permiten determinar si
las DHPs sintetizadas cumplen con la regla de los cinco de Lipinski, que permite evaluar
cuantitativamente si un compuesto puede ser considerado un buen fairmaco. En todos los
casos las DHPs sintetizadas cumplen con la regla de Lipinski ya que no viola mas de uno
de los cinco postulados. Todas las DHPs que tienen un peso molecular menor de 500
umas, presentan menos de 10 aceptores de puentes de hidrogeno y menos de 5
donadores de puentes de hidrégeno, asi como un coeficiente de particién menor a 5.
Estos resultados permiten esperar que las DHPs sintetizadas no estaran impedidas de
poder acceder hasta su sitio de accion y poder lograr asi su efecto biologico, como

inhibidores de la enzima AR.
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VIIl. CONCLUSION

Los estudios in silico muestran que las energias de union de las DHPs a la enzima AR son
similares (-6.4 a -6.9 kcal/mol) a la que presenta la nitrendipina (-6.4 kcal/mol). Estos
resultados indican que las DHPs sintetizadas podran unirse ala AR y en algunos casos es
probable que presenten una mayor inhibicién de la enzima AR, por lo que son buenos

candidatos para seguir con su estudio.
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