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|. RESUMEN

La hiperglucemia es un estado fisiolégico normal, donde los niveles de glucosa se
elevan por encima de los niveles normales; el cual si no es controlado de manera
adecuada puede mantenerse de manera cronica y asociarse a enfermedades
metabdlicas. Dentro de los compuestos con potencial control de glucemia, se
encuentran las bencimidazolonas, debido a presentar antecedentes de actividades
antihiperglucemiantes e hipoglucemiantes. Por lo que se realizé un andlisis predictivo
de propiedades asociadas a farmacocinética, actividades biolégicas y toxicologicas,
asi como un estudio in silico mediante acoplamiento molecular, delimitando el proceso
de sintesis, el cual se realiz6 mediante una combinacion de irradiacion con microondas
y calor convencional para obtener derivados de alquilbencimidazolonas. Los ensayos
in vitro se realizaron mediante ensayos espectrofotométricos a 580 nm (a-amilasa),
405 nm (a-glucosidasa) y 450 nm (glucocinasa), para observar su potencial inhibidor
y/o activador. Los resultados obtenidos en los ensayos in silico muestran que 6 de los
22 compuestos disefiados, son potenciales para el proceso de sintesis, esto debido a
los buenos valores de energia de unién (EU) y un perfil de interacciones con enlaces
con residuos de aminoacidos cataliticos; de la misma forma, el andlisis predictivo
mostrO que estos compuestos tienen probabilidad de presentar actividades
relacionadas con el control de glucemia hasta 60% (sugiriendo ser buen promotor de
insulina). El perfil farmacocinético mostré que ninguno de los compuestos, presento
fallos en los filtros de Lipinski, sugiriendo una buena biodisponibilidad oral. A su vez,
la evaluacién de las posibles propiedades toxicologicas, mostraron que todos los
compuestos evaluados presentaban probabilidad de generar hepatotoxicidad (> 80%);
sin embargo, estas propiedades tienen que ser consideradas y evaluadas segun las
dosis que se plantean utilizar en ensayos posteriores. Los compuestos con mejor perfil
in silico se sintetizaron con una combinacion de irradiacidbn por microondas (para
formacion de nucleo de bencimidazolonas) y calor convencional para el proceso de
alquilacion estableciéndose como condiciones el uso de N,N-dimetilformamida (DMF)
como disolvente, K2COs como base, 70 °C por un tiempo de 24 h; generando
compuestos con un rendimiento de 23-38% realizando su confirmacién molecular
estudios espectroscopicos y espectrométricos. Los resultados de la evaluacion in vitro
contra las enzimas intestinales muestran que los compuestos 2j, 2k, 2l y 2q,
presentaron valores de inhibicion moderado contra estas enzimas con valores de 3-
36%, en el caso del potencial activador de glucocinasa, los compuestos 2j y 2q,
presentaron un aumento en la actividad enzimatica de 1.31-2.83 y 1.96-3.74 veces
mas que la actividad enzimatica normal respectivamente (a 100 y 200 pg-mL™Y).
Sugiriendo que estos compuestos presentan un buen potencial para el control de
glucemia.

(Palabras clave: Bencimidazolonas, antihiperglucemiante, hipoglucemiante.)
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Il. ABSTRACT

The hyperglycemia a normal physiological state, where the glucose levels rise above
80-100 pg-mL*; alterations regulation of the levels of this compound by hormones like
insulin, could generate chronic states and associate to multiorgan damage and
metabolic disease. Within the compounds with potential in the glycemia control, we
found the benzimidazolones, this family of heterocyclic compounds, are associate with
antihyperglycemic and hypoglycemia activities. Because of this information, the design
and in silico evaluation of benzimidazolones derivatives was made. The in silico
evaluation was performed by molecular docking and predictive analysis of biological,
toxicological and pharmacokinetic properties; with the aim to delimitate the synthesis
of benzimidazolones derivatives. The synthesis of this family of compounds was made
by a combination of microwave irradiation and conventional heat conditions. The in vitro
assays were performed by spectrophotometric studies at 580 nm (a-glucosidase), 405
nm (a-amylase) and 450 nm (glucokinase), to determinate the inhibitor and/or activator
potential of this compounds. The results obtained in the in silico evaluation showed that
6 of 23 benzimidazolone derivatives designed, have good potential to synthesize them,
because of the good affinity energy values (EV) and interaction profile with catalytic
amino acids residues; besides, the predictive analysis showed that benzimidazolones
derivatives have probabilities to present biological activities related to glucose control
up to 60% (suggesting to be a good insulin promoter). The pharmacokinetic profile
showed that any of these compounds, presented failures in the Lipinski rule of five
parameters, suggesting a good oral bioavailability. At the same time, the predictive
toxicological analysis showed that all the benzimidazolones derivatives, present high
probabilities of generate hepatotoxic damage (> 80%); however, these properties need
to be evaluated according to the dosage and exposure time to the compound; that will
be evaluated in further studies. The benzimidazolones derivatives with the best in silico
profile, were synthesized with a microwave irradiation and conventional heat
combination for the alkylation process; using DMF as solvent, K2COs as base at 70° C
for 24 h; generating derivatives with yields 23-38%; and performing a structural
confirmation by spectroscopic and spectrometric studies. The results of in vitro
evaluation against intestinal enzymes, showed that the 2j, 2k, 2I, and 2q present low
to moderated inhibition activity with values of 3-36%. Otherwise, the results in the
activation of glucokinase assay, the 2j and 2q, showed an increase of the enzymatic
activity of 1.31 to 2.83 and 1.96 to 3.74-fold respectively (at 100 y 200 pg- mL?). These
results suggest that the compounds 2j and 2q present a good potential in the blood
glucose control.

(Keywords: Benzimidazolone, antihyperglycemic, hypoglycemic).
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lIl. INTRODUCCION
La hiperglucemia, es un proceso fisiolégico donde los niveles de glucosa en el
organismo sobrepasan los niveles considerados normales (80-100 mg-dl?), este
estado es considerado normal después de la ingesta de alimentos y es controlado por
hormonas reguladoras como la insulina que permiten volver a valores basales a las 2

horas postprandiales (Grossman y Porth 2014).

Cuando existen alteraciones en la produccién y accion de estas hormonas,
combinado un estilo de vida sedentario y mala alimentacion, los niveles altos de
glucosa pueden mantenerse por tiempos prolongados derivando a enfermedades
metabolicas como diabetes mellitus tipo 2 (DMII); siendo esta una enfermedad de gran

impacto en salud publica (Colwell, 2011).

Una de las estrategias para contrarrestar los efectos ocasionados por la
hiperglucemia, consiste en combinar una dieta balanceada con tratamientos
farmacologicos que ayuden a controlar estos niveles. Los compuestos utilizados para
estos propoésitos generan su accion por diferentes mecanismos, ya sea inhibiendo o
activando moléculas de interés en el desarrollo de esta patologia como a-glucosidasa,

a-amilasa y glucocinasa (GK) (Gomez-Peralta et al., 2018).

Sin embargo, el proceso de desarrollo de estos compuestos es muy largo,
complicado y sin la garantia de presentar una actividad biolégica contra estos blancos
terapéuticos; por lo que, en este tipo de procesos, el uso de andlisis in silico como el

acoplamiento molecular (Docking) y estudios predictivos de actividades biolégicas y/o
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toxicologicas, otorgan una excelente herramienta para complementar y solucionar las

complicaciones antes mencionadas (Ripphausen et al., 2011).

En la actualidad, existen familias de compuestos que han presentado actividad
contra estas dianas terapéuticas, tales como compuestos N-sustituidos
polihidroxilados, ciclo-alquenos polihidroxilados, oligobmeros de pseudoazucares, entre
otras; sin embargo, estos farmacos presentan efectos adversos que pueden deteriorar
la calidad de vida de los pacientes, ademas de existir pocos compuestos en el mercado
gue cumplan esta funcién (Kwon et al., 2008). Aunado a estos compuestos, diversos
estudios indican que algunos derivados de imidazoles y bencimidazolonas han
demostrado una excelente accién farmacoldgica; sin embargo, algunos de estos
compuestos necesitan de mas estudios de relacion estructura actividad (SAR) para

corroborar su actividad (Liu & Ma, 2017a).

Basados en estos estudios y a la creciente problemética que implica la DMII a
nivel mundial y en México, en nuestro grupo de investigacion se ha propuesto la
sintesis de nuevos derivados de bencimidazolonas como molécula con potencial uso
en el control de los niveles de glucemia; esto debido a que esta clase de compuestos
presentan actividad antihiperglucemiante al inhibir las enzimas a-glucosidasa y a-
amilasa; ademas de presentar en su estructura, atomos de relevancia bioldgica para

generar efectos hipoglucemiantes.

Por lo cual, en nuestro grupo de trabajo, se busca sintetizar y evaluar derivados
de bencimidazolonas, los cuales son compuestos heterociclicos a los que se les han
atribuido actividades antihiperglucemiantes e hipoglucemiantes, (Liang et al., 2019a;

Xu et al., 2019a).
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REVISION DE LITERATURA

4.1 Generalidades de glucosa en el organismo

La glucosa, es un monosacarido que es considerada como una aldosa; ya que
contiene un grupo carbonilo (aldehido) al extremo de la molécula. Esta sustancia, es
considerada una de las mas importantes para la vida, ya que participa en los
principales procesos de obtencion de energia y es responsable de suministrar los

requerimientos energéticos para el crecimiento y reproduccion (Galant et al., 2015).

De forma normal, esta aldosa presenta una absorcidon directamente al torrente
sanguineo para su posterior distribucion a 6organos con necesidad energética
importante, por ejemplo; el sistema nervioso, el cual depende casi exclusivamente de
la glucosa para cubrir sus demandas energéticas; ademas, la glucosa es usada como
fuente energética opcional de tejidos como el musculo, tejido adiposo e higado

(Grossman y Porth 2014).

Como se mencion6 anteriormente, dentro del organismo, la presencia de esta
fuente energética es vital, encontrdndose de manera normal en valores de glucemia
de 80-100 mg'dI%, dichas concentraciones pueden incrementar después de ingesta de
alimentos; sin embargo, con la accién de hormonas pancreaticas como la insulina,
estos niveles regresan a sus niveles basales después dos horas de la ingesta

(Grossman y Porth 2014).
4.2 Alteraciones en glucemia

Una de las principales causas de alteraciones en homeostasis de la glucosa, son

fallas en los mecanismos de produccién, secrecién y acciéon de hormonas como la
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insulina; que combinado con un estilo de vida sedentario y mala alimentacion, los
niveles de glucosa se mantienen por encima de los valores considerados como
normales por tiempos prolongados (estados de hiperglucemia), presentandose
algunas complicaciones que generan afecciones en todo el organismo; lo cual, puede
derivar a enfermedades como sindrome metabdlico, enfermedades cardiovasculares
y DMII, en la figura 1 se muestra un esquema de la asociacion de este estado con
enfermedades metabdlicas (Maresch et al.,, 2018). Debido a la relevancia de la

hiperglucemia, se abordara el mecanismo fisiopatoldgico de esta afeccion.
4.2.1 Mecanismo fisiopatoldgico de hiperglucemia

La hiperglucemia es un proceso fisiologico normal en el organismo, el cual
sucede, principalmente cuando existe una ingesta de alimentos ricos en hidratos de
carbono; los cuales, son degradados por algunas enzimas digestivas (familia
hidrolasas), generando moléculas de glucosa las cuales son absorbidas por las células
endoteliales del intestino mediante un mecanismo de cotransporte dependiente de
sodio (Maresch et al., 2018). Una vez en el torrente sanguineo, los niveles de glucosa
aumentan movilizandose a los tejidos donde se necesite de energia mediante las
proteinas facilitadoras del transporte de glucosa (GLUT), las cuales a su vez se
relacionan con la accion de hormonas reguladoras como la insulina, ya que el efecto
de esta hormona facilita la traslocacion de GLUT2 a membrana celular, para la

captacion de glucosa en los tejidos (Rdder et al., 2016).

El proceso de sintesis de insulina presenta un comportamiento concentracion-

dependiente, donde a concentraciones elevadas de glucosa en el torrente sanguineo,
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Figura 1. Asociacion de la hiperglucemia en patologias de caracter metabdlico.
A) La hiperglucemia es un estado fisioldgico normal, principalmente después de la
ingesta de alimentos ricos en hidratos de carbono; siendo controlado por hormonas
reguladoras como insulina. B) Cuando existen alteraciones en la accion de estas
hormonas, complementado con un mal estilo de vida, el estado de hiperglucemia se
mantiene de forma cronica, asociandose a enfermedades metabdlicas (Maresch et al.,

2018).
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existe una mayor expresion de proteinas GLUT2 de las células B pancreaticas
permitiendo la entrada de esta molécula, iniciando el proceso de glucolisis en esta
célula; desencadenando procesos de glucogendlisis que conllevan a la
despolarizaciéon de la membrana; activacion de canales de calcio y la liberacion de
insulina. La accién de esta hormona se realiza mediante la unién a su receptor
especifico y la fosforilacién del sustrato del receptor de insulina 1 (IRS1) (Yaribeygi et
al., 2019). Cuando existe un fallo en la accion de esta hormona (error en la fosforilacion
de IRS1), hay una inhibicion de la transduccion de la sefal insulinica, determinando
una menor translocacién del GLUT4 desde el citosol a la membrana celular,
disminuyendo asi la captacion de la glucosa sanguinea, promoviendo un estado de

hiperglucemia por tiempos prolongados (Plazas Guerrero et al., 2021).

Debido a la naturaleza de este padecimiento, la hiperglucemia es considerada
como factor de riesgo importante para enfermedades de relevancia mundial como

DMII, por lo que se abordara a continuacion.
4.3 Etiopatologia de DMII

La DMII representa aproximadamente el 90-95% de las personas con diabetes
mellitus y es considerada como una enfermedad heterogénea que involucra una
etiologia multigénica, y es caracterizada por la combinacion de una resistencia a la
insulina y un progresivo deterioro de las células 3 pancreaticas, ocasionando una
secrecion alterada de dicha hormona, incrementando la produccion de glucosa
hepatica como resultado de un aumento en los procesos de gluconeogénesis y

glucogénolisis (Zadhoush et al., 2015).
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Una de las primeras manifestaciones de esta enfermedad es la prolongacién de
los estados de hiperglucemia de manera postprandial (niveles de glucosa presentados
dos horas después de haber ingerido los alimentos), aunado con una progresiva
resistencia a la insulina. Estas complicaciones, generan una hipertrofia compensatoria
de los islotes pancreéticos, pero eventualmente una produccion insuficiente de insulina

para controlar estos estados (Roder et al., 2016).

La liberacion de insulina promueve el ingreso de glucosa a los tejidos
energéticamente necesitados, esto mediante una estimulacién positiva por parte de
los niveles altos de glucosa en sangre, los cuales hacen que la insulina secretada por
las células B, se una a los receptores en la superficie de las células, una vez dentro
del sitio del receptor, dos subunidades a extracelulares se unen a la insulina
transmitiendo una senal a dos subunidades {3 intracelulares (dentro de la enfermedad
puede existir una afinidad de union normal o ligeramente disminuida) (Petersen &
Shulman, 2018). Después del proceso de uniodn, la subunidad B del receptor es
fosforilada, incrementando la actividad de la tirosina cinasa y potenciando la
fosforilacién de varios sustratos de proteinas enddgenas, lo cual resulta en una
cascada de sefializacion responsable de la sintesis de RNA, DNA, proteinas y enzimas
intracelulares; a la par de todo este proceso, la produccion de glucosa hepatica es

suprimida y la glucosa es ingresada a los tejidos periféricos (Rdder et al., 2016).

Las personas con esta enfermedad presentan una desregulacién en glucemia,
ya que, a pesar de los altos niveles de insulina producidos por el pancreas, generan
glucosa hepatica excesiva, donde la combinacion de la produccion de esta molécula

en higado y la rapida hiperinsulinemia provocan una resistencia a la insulina en estos
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individuos (Petersen & Shulman, 2018). Uno de los efectos mas importantes de esta
hormona, es su efecto en la distribucidn de la glucosa; el cual, se lleva a cabo mediante
dos familias de proteinas de membranas, los transportadores de glucosa acoplados a
sodio (SGLT) y transportadores GLUT; los primeros se expresan principalmente en
epitelios que se encargan de la absorcion y de la reabsorcion de nutrientes, tales como,
el epitelio del intestino delgado y del epitelio tubular renal respectivamente (Deng &

Yan, 2016).

Por otro lado, los transportadores GLUT, se expresan en todas las células del
organismo; encontrandose alojadas en vesiculas intracelulares, las cuales son
traslocadas a la superficie de esta, insertandose en la membrana permitiendo el
ingreso de glucosa a la célula; después de una estimulacién de la hormona insulina
(Codario, 2011). Ademas, representan el principal mecanismo de entrada de la
glucosa a los tejidos, presentando esta accion mediante procesos de difusion
facilitada; actualmente, se conocen 14 tipos de transportadores GLUT, dentro de los
cuales destacan el transportador GLUT2 y GLUT4, localizdndose en células B
pancreaticas, higado, rifion, intestino delgado y tejidos sensibles a la insulina como
adipocitos, musculos esquelético y cardiaco, y son los responsables del ingreso de

glucosa y sus efectos (Codario, 2011; Deng & Yan, 2016).

Las personas con DMII, generalmente presentan niveles normales de estos
transportadores; sin embargo, estos no cumplen su funcién correctamente, ya que
existe una falla en su translocacién en la superficie celular, lo cual se traduce en una
via de sefializacion defectuosa entre el receptor y la estimulacion del transportador

resultando en una resistencia a la insulina, siendo esta una de las principales causas
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de los niveles elevados de glucosa en sangre presentados en esta enfermedad

(Yaribeygi et al., 2019).

Una de las estrategias para contrarrestar los efectos ocasionados por la
concentracion elevada de glucosa en sangre, consiste en suplementar una dieta
balanceada y actividad fisica con tratamientos farmacolégicos que ayuden a controlar
los niveles de glucosa en sangre. Los diferentes compuestos utilizados para estos
propoésitos generan su accidn por diferentes mecanismos, ya sea inhibiendo o
activando moléculas de interés en el desarrollo de esta patologia (Gomez-Peralta et

al., 2018b).

Algunos de estos mecanismos incluyen el bloqueo de alguna de las vias que
contribuyen a aumentar la concentracion de glucosa en sangre, esto mediante la
inhibicion de enzimas claves para la digestion de hidratos de carbono como a-
glucosidasa y a-amilasa. De la misma forma; existen compuestos que ayudan a
controlar estos estados mediante la activacion de enzimas como GK (hexoquinasa V)
gue favorecen el metabolismo de glucosa y la secrecién de insulina (Charaya et al.,

2018a; Liu & Ma, 2017D).

Aunado a estas moléculas, existen diferentes compuestos que pueden ser
posibles blancos terapéuticos para el tratamiento de este tipo de patologias; por lo que
conocer acerca de estas dianas resulta de gran importancia;, debido a esto, se

abordaran acerca de las enzimas a-glucosidasa, a-amilasa y GK.
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4.5 a-Glucosidasa

La enzima a-glucosidasa, se encuentra presente en una amplia gama de seres
vivos donde destacan microorganismos, hongos, plantas y animales donde la
especificidad por su sustrato y propiedades depende en gran parte de la naturaleza de

la enzima (Roig-Zamboni et al., 2017).

En el cuerpo humano, esta enzima se encuentra presente en dos isoformas; EC
3.2.1.3y EC 3.2.1.20, ambas codificadas por el gen de alfa glucosidasa acida (GAA),
el cual se localiza en la regién g25 del cromosoma 17 y se sintetiza como un precursor
de 110 kDa (figura 2), presenta un caracter acido y, como se menciond anteriormente,
cumple la funcidn de hidrolizar enlaces a 1,4 y 1,6 de diferentes hidratos de carbono,
liberando como producto unidades de glucosa (Moreland et al., 2012a; Yoshimizu et

al., 2008; Zeng et al., 2012a).

La isoforma EC 3.2.1.3 (figura 3), se encuentra presente en todas las células del
organismo, realizando funciones propias de catabolismo y biosintesis de
glucoconjugados en los lisosomas (Kakavanos et al., 2006); mientras que la isoforma
EC 3.2.1.20, esta presente en las vellosidades del intestino delgado realizando
funciones de degradacion de hidratos de carbono en la etapa final de la digestion

(Dhameja & Gupta, 2019; Roig-Zamboni et al., 2017).
4.6 a-Amilasa

Al igual que a-glucosidasa, a-amilasa pertenece a la familia de glucdésido
hidrolasas (GH) y tienen la funcion de catalizar la hidrdlisis al azar de los enlaces a-

1,4 glucosidicos de la region central de la cadena de polisacaridos como amilosa,
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Figura 2. Estructura, distribucion y funcién en el cuerpo humano de a-

glucosidasa. Se observan las isoformas presentes para esta enzima, las cuales se

codifican en region 25 del cromosoma 17, presentando ubicaciones y funciones

especificas (Moreland et al., 2012).
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Figura 3. Estructura cristalizada de a-glucosidasa. Se presenta la visualizacion
tridimensional de la enzima con un total de 952 residuos de aminoéacidos, donde se
muestra el sitio activo que comprende de los residuos 358-720 (verde) y los residuos
correspondientes de la triada catalitica (ASP518, GLU521 y ASP616) en rojo (Dhameja

& Gupta, 2019).
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amilopectina, glucoégeno y almidén, obteniendo como resultado hidratos de carbono de
menor tamafio como glucosa, maltosa, entre otros. Esta enzima se encuentra
distribuida ampliamente en la naturaleza a lo largo del reino plantae, microbiano y
animalia, esta proteina se ha purificado y caracterizado de diversos organismos

eucariotas, arqueas y procariotas (Shukla et al., 2015).

Al igual que a-glucosidasa, esta enzima es codificada por dos genes de amilasa
(AMY); AMY1 (subdividido en AMY1A, AMY1B, AMY1C) y AMY2 (el cual se divide en
AMY2A y AMY2B), los cuales se ubican en la posicién p21.1 del cromosoma 1(figura
4); presentando una homologia de hasta 97%, teniendo practicamente las mismas
funciones, diferenciandose solamente en las gldndulas donde se excretan (Peng et al.,

2016).

La proteina a-amilasa (figura 5), tiene un peso molecular de 50000 Daltons y es
estable a pH de 5.5-8; presenta una dependencia de calcio, el cual, a pesar de no estar
integrado en su sitio activo, se encuentra fuertemente unido a la enzima, estabilizando
la conformacion global de la enzima (Shukla et al., 2015). La enzima codificada por el
gen AMY1, es generada por las glandulas salivales (sobre todo en glandulas
parotidas), mientras que la codificada por AMY2 es secretada por el pancreas, que en
ambos casos presentan un papel importante en la produccion de glucosa de la dieta

(Aispuro-Pérez et al., 2020).
4.7 Mecanismo de accion de a-glucosidasa y a-amilasa

Debido a que ambas enzimas (a-glucosidasa y a-amilasa) se encuentran dentro
de la misma familia, presentan mecanismos de accion similares, iniciando con la
ingesta de alimentos. Los polisacaridos contenidos en los alimentos ricos en hidratos

33



Cromosoma 1

IALRRIIRID

<+« P21.1

Pancreas

|

Hidrélisis de polisacaridos

Glandulas salivales

|

Hidrélisis de polisacaridos

CIRIIRIRLIERIE(IINE

Figura 4. Estructura, distribucion y funcion en el cuerpo humano de a-amilasa.
Se observa las isoformas presentes para esta enzima, las cuales se codifican en region
p21.1 del cromosoma 1, estando presentes en glandulas salivales y pancreas

respectivamente, presentando la misma funcion (Peng et al., 2016).
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Figura 4. Estructura cristalizada de a-amilasa. Se muestra la visualizacion
tridimensional de la enzima con un total de 497 residuos de aminoacidos, donde se
muestra el sitio activo que comprende los residuos 1-99 y 169-404 (verde) y los
residuos correspondientes de la triada catalitica (ASP197, GLU233 y ASP300) en rojo

(Aispuro-Pérez et al., 2020).
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de carbono, al entrar en contacto con estas enzimas, son hidrolizados en sus enlaces
a-1,4 produciendo moléculas de glucosa; las cuales seran absorbidas y llevadas al
torrente sanguineo, donde seran distribuidas a los diferentes tejidos donde se necesite

energia (Zeng et al., 2012a).

De manera especifica se muestra en la figura 6 el inicio del mecanismo con la
hidrélisis enzimatica de enlaces glucosidicos se realiza via catalisis acida; donde se
involucran dos residuos de aminodcidos criticos: un donador de protones y un
nucledfilo/base; existiendo dos mecanismos mediante las cuales operan estas
enzimas: inversion y retencion (Yeye et al., 2020). En el mecanismo de inversion, las
glucoésido hidrolasas utilizan dos residuos enzimaticos (residuos carboxilicos) que
actian como un 4cido y una base respectivamente, mientras que en el mecanismo de
retencién de las GH actian mediante dos etapas: similar al mecanismo de inversion,
dos residuos se ven involucrados actuando uno como nucledfilo y otro como &cido o
base (JaneCek et al., 2014). En la primera etapa el nucledfilo ataca el carbono
anomeérico, dando como resultado la formacion de una enzima glucosilada intermedia
con un caracter acido provista de un carboxilato. En la segunda etapa, el carboxilato
actla como base y se adiciona una molécula de agua nucleofilica para hidrolizar la
enzima intermedia, obteniendo finalmente el producto hidrolizado (Jaroentomeechai et

al., 2022).
4.8 Asociacion de a-glucosidasa y a-amilasa en patologias metabdlicas

Debido a la naturaleza de las funciones de estas enzimas, tanto a-glucosidasa y
a-amilasa, han sido asociadas con enfermedades de caracter metabdlico, ya que su

accion de hidrolisis aumenta aun mas la concentracion de esta molécula en el torrente
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Figura 6. Mecanismo general de accion de enzimas intestinales. 1) El polisacarido
se posiciona en el sitio catalitico de la enzima y se estabiliza mediante interacciones
electrostaticas con residuos cataliticos. 2) El oxigeno del carboxilato del residuo
interacciona con el carbono anomérico generando un intermediario estabilizado por el
resto de la triada. 3) Se libera un monosacarido, formandose un enlace covalente entre
el residuo catalitico y la cadena del polisacarido, liberandose agua. 4) Se forma un
complejo donde interactia el monosacarido enlazado, el agua, el monosacarido libre
y la triada catalitica. 5) Ocasionando la ruptura del enlace covalente, para volver a

comenzar el proceso. Aa: aminodacido (Jaroentomeechai et al., 2022).
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sanguineo de personas con alteraciones en el control de glucemia previo, promoviendo
un estado de hiperglucemia, el cual puede generar a largo plazo complicaciones como:
(1) retinopatia, con potencial pérdida de la vision; (2) nefropatia, que genera una falla
renal; (3) neuropatia periférica, con riesgo de Ulceras en pies y amputaciones; y (4)
neuropatia autbnoma, causando fallos en el sistema gastrointestinal, genitourinario y
cardiovascular, asi como, disfuncién sexual (Adefegha & Oboh, 2012; Moreland et al.,

2012a; Yeye et al., 2020).
4.9 Glucocinasa (GK)

La GK es una enzima fosforilante que presenta como Unico sustrato fisiol6gico
relevante a la glucosa; donde sus caracteristicas cinéticas y funcionales, junto a su
distribucion en el organismo, hacen que esta enzima sea clave para el mantenimiento
de la homedstasis de la glucosa (Gomez-Peralta et al., 2018a). En la figura 7 se
observa la estructura tridimensional de esta enzima la cual es una proteina de 50 kDa,
presentando 3 isoformas: GK-I (la cual es especifica de tejido pancreatico e intestinal),
GK-L1 y GK-L2 (los cuales son especificas del tejido hepatico) (Gomez-Peralta et al.,

2018a).

En los diferentes tejidos donde esta enzima es expresada y donde el transporte
de glucosa hacia el interior de la célula no es limitante, la GK genera su accion de
transferasa movilizando un grupo fosfato desde la molécula de adenosin trifosfato
(ATP) a la glucosa para dar lugar a glucosa-6 fosfato (G6P) en la primera y limitante
reaccion de la glucdlisis, que en las células pancreaticas implica la estimulacion de la

secrecion de insulina; cabe mencionar, que en otros tejidos esta enzima presenta una
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- Tejidos pancreatico e intestinales - Tejido hepatico

Figura 7.- Estructura de enzima GK y distribucion en el organismo. A) Estructura
tridimensional de GK, la cual presenta 461 residuos de aminoacidos, donde se sefiala
con color verde el sitio activo de la enzima y en color azul, el sitio alostérico de la
misma (el cual es el responsable de la sobreestimulacion de la actividad enzimética).
B) Isoformas en las que GK se encuentra distribuido en el organismo, las cuales son
especificas para tejido pancreatico e intestinal (GK-1) y tejido hepatico (GK-L1 y GK-L2)

(Gomez-Peralta et al., 2018a).
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gran importancia, por ejemplo, en los hepatocitos participa en el almacenamiento de
glucodgeno en estado posprandial, esto gracias al efecto sobre la enzima glucégeno
sintetasa (Charaya et al., 2018b; Grewal et al., 2019a). Debido a la necesidad de la
regulacién de los niveles de glucosa en el organismo, mejorar la secrecién y accion de
la insulina es uno de los principales propdsitos en el tratamiento de DMII, por lo que la
activacion de enzimas como GK en pancreas, puede ser una opcion viable (Charaya

et al., 2018).

El mecanismo de la secrecion de insulina estimulada por la glucosa en las células
B pancreaticas comienza con el transporte de la glucosa a través de la proteina
especifica GLUT2, situada en su membrana citoplasmatica; donde dicha glucosa se
transporta de forma facilitada generando un equilibrio de concentracion de este

compuesto en el interior y exterior de la célula (Gomez-Peralta et al., 2018).

Una vez dentro (figura 8), la enzima GK fosforila la glucosa internalizada
generando G6P, favoreciendo el flujo glucolitico produciendo como compuesto final de
glucolisis al piruvato, el cual al introducirse en el metabolismo mitocondrial
incrementara la produccion de ATP en la célula, este incremento se traducira en el
cierre de los canales de K*; lo que genera una despolarizacion en la membrana que
da lugar a la apertura de canales de Ca*?, aumentando las concentraciones de este
ion y generando la movilizaciébn de los granulos contenedores de insulina a la
membrana y la secrecion de la misma a circulacién (Charaya et al., 2018a; Grewal et

al., 2019, 2020).
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Figura 8.- Mecanismo de accion GK pancreatica. 1) Esquema del mecanismo de
accion de enzima GK, la cual depende de las concentraciones de glucosa en torrente
sanguineo; de manera general, este compuesto es internalizado por el transportador
GLUT2, 2) para ser fosforilado por GK generando glucosa-6-fosfato (G6P), el cual
mediante el proceso de glucolisis y respiracion celular aumenta las concentraciones
de ATP intracelular, 3) ocasionando el cierre del canal K*, donde la acumulacién de
este iGn genera una despolarizacion en la membrana, 4) la subsecuente activacion del
canal de Ca?, la internalizacién y acumulacién de dicho i6n, 5) que genera la
sefializacion necesaria para la maduracion y secrecion de la insulina (Charaya et al.,

2018a; Grewal et al., 2019, 2020).
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4.11 Analisis in silico en la busqueda de nuevos farmacos en el control de

hiperglucemia

Dada la importancia que presentan estas moléculas de interés en la generacion
de estados hiperglucémicos y las consecuencias que estos pudieran generar; uno de
los enfoques terapéuticos mas importantes para el tratamiento de estas enfermedades,
se basa en controlar los niveles de glucosa mediante diferentes mecanismos, los
cuales van desde el retardo de la absorcion de la glucosa hasta la estimulacion en la
secrecion de insulina, ya sea a través de la inhibicion de enzimas como a-glucosidasa,
a-amilasay activacion de GK, convirtiéndolas en potenciales blancos terapéuticos para
el desarrollo de nuevos farmacos (Sevilla-Asencio et al., 2013). Sin embargo, el
proceso de desarrollo de estos inhibidores es muy largo, complicado y sin la garantia
de presentar una actividad bioldgica contra estos blancos terapéuticos; por lo que, para
este tipo de procesos, es necesario el uso de técnicas o analisis in silico (figura 9);
como lo es el acoplamiento molecular y estudios predictivos de actividades biol6gicas
y/o toxicologicas, las cuales otorgan una excelente alternativa para complementar y
solucionar las complicaciones antes mencionadas en el proceso de generacion de

nuevos farmacos (Yuriev et al., 2015).

El acoplamiento molecular (docking) es una técnica computacional in silico que
permite estudiar la interaccion que existe entre un compuesto y una proteina, mediante
el empleo de programas que utilizan algoritmos para representar estructuras y
comportamiento en la interaccibn compuesto-proteina; permitiendo predecir si una

molécula tiene afinidad a un receptor, por lo cual se utiliza ampliamente en el disefio y
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Figura 9.- Herramientas in silico para el desarrollo de nuevos farmacos. A) El
acoplamiento molecular, es un estudio de simulacién entre un ligando y una proteina,
para observar valores de energia de union (EU) (facilidad o espontaneidad de
formacion de enlace) y un perfil de interacciones en el sitio de union (tipo y distancia
de enlaces formados). B) Los estudios predictivos de actividades biolégicas y/o
toxicologicas, se basan en la relacion estructura-actividad con base de datos,
obteniendo aspectos fisicoquimicos asociados a farmacocinética (perfii ADMET) y
predicciones de la probabilidad de presentar actividades biolégicas y toxicologicas

(Yuriev et al., 2015).
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sintesis de nuevos farmacos; ademas de aportar informacion para dilucidar posibles

mecanismos de accion de farmacos (Salmaso & Moro, 2018).

Esta técnica computacional basa su estudio en el uso de algoritmos que predicen
las diferentes conformaciones posibles del ligando (en este caso los posibles
inhibidores contra estas enzimas) al interaccionar con el sitio activo de las enzimas en
cuestidon; cada una de estas conformaciones, generan un valor de energia de unién
(EV) (el cual indica la facilidad o espontaneidad para formar uniones entre el ligando y
las enzimas en cuestion), los cuales son tomados en cuenta para determinar la
conformacién mas estable en la interaccion (Berry et al., 2015). De la misma forma,
este estudio in silico brinda informacion de la afinidad que presenta el ligando con la
enzima, expresandose en un parametro de concentracion denominado constante de

inhibiciéon (Meng et al., 2011).

Aunado a esto, el analisis de acoplamiento molecular otorga la posibilidad de
observar las posibles interacciones entre el compuesto a evaluar y el complejo
enzimatico, determinando el tipo de enlace formado en esta interaccion, asi como los
aminoacidos del sitio de union con los cuales interactia, lo que permite dilucidar el tipo

de inhibicion que pudiera estar ocurriendo (Ferreira et al., 2015).

Diversos reportes en la literatura indican el uso del acoplamiento molecular junto
con otras técnicas computacionales para el andlisis del metabolismo de diversos
farmacos por parte del citocromo p450 (Meng et al., 2011). Por ejemplo, Taha y
colaboradores en 2014 reportaron estudios de acoplamiento molecular de compuestos
derivados de benzotiazoles donde muestran que estos compuestos presentan

interacciones con la enzima a-glucosidasa, presentando un tipo de inhibicion no
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competitiva; ya que generan enlaces de hidrogeno en sitios alostéricos de esta enzima,;
estos compuestos presentan actividad similar con farmacos como N-acetilcisteina

(Taha et al., 2016).

En el caso de la enzima GK, Charaya y colaboradores en 2018, realizaron
ensayos de acoplamiento molecular sobre compuestos heterociclicos como derivados
tiazolil benzamidas contra esta enzima; en este estudio, se realizé un docking dirigido
al sitio alostérico de GK el cual consta de los aminoacidos Arg63, Tyr215, Met210,
Try215, Val452 y Val455. Los resultados mostraron que 5 de los 16 compuestos
evaluados presentaron valores de EU que van de -7.7 a -8.5 kCal-mol?, lo que indica
gue estos compuestos pueden presentar una buena activacion de la enzima (Charaya

et al., 2018Db).

Otra herramienta utilizada para desarrollo de nuevos farmacos es el uso de
plataformas de prediccion de propiedades bioldgicas (PASS), fisicoquimicas,
farmacocinéticas y toxicoldgicas de compuestos con potencial farmacoldgico; esto
basado en andlisis SAR (MOON et al., 2017a). Estas plataformas, aportan informacion
sobre el potencial biolégico de una molécula (posibles actividades a las cuales puede
asociarse), como se comporte en el organismo y los efectos tdxicos que pudiera
presentar, al compararlo con bases de datos predeterminadas, esto para poder
delimitar la seleccién de farmacos candidatos, optimizando el proceso de sintesis y

evaluaciones bioldgicas (Shweta et al., 2019).

Un ejemplo de esto es lo reportado por Tripathi y colaboradores en 2019, donde
utilizaron este tipo de herramientas (Swiss-ADME) para determinar la biodisponibilidad

de algunos fitoquimicos de la planta Calotropis procera, la cual puede funcionar como
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analgésico y antinflamatorio, dentro de sus resultados, se observa que algunos
componentes como uzarigeina presenta valores de lipofilicidad y biodisponibilidad
similares al farmaco ibuprofeno, por lo que este componente se consider6 como

candidato para seguir estudiandose (Tripathi et al., 2019).

Por otro lado Moon y colaboradores en 2017, evaluaron el aspectos potenciales
de toxicidad de compuestos candidatos para ser agentes antibacteriales, esto
mediante la herramienta admetSAR; esta plataforma, evalla las pruebas de toxicidad
principales (carcinogénicos, mutagénicas, hepatotdxicas entre otras); dentro de lo
reportado por estos autores se indica que la mayoria de estos compuestos, no
presentan efectos carcinogénicos y pueden tener actividad contra algunas enzimas
importantes para el desarrollo bacteriano, haciendo a estos compuestos viables de

seguir evaludndose (MOON et al., 2017b).

Gracias a la gran cantidad de informacion que estos estudios aportan, los
estudios de in silico son una opcion muy utilizada en el desarrollo de nuevos farmacos,
por lo que en este proyecto de investigacion se pretende utilizar esta herramienta, para
optimizar el proceso de busqueda y evaluacion de nuevos inhibidores contra estas

enzimas.

4.12 Compuestos con potencial uso en el control de hiperglucemia en el

organismo

4.12.1 Inhibidores de a-glucosidasa y a-amilasa

En la actualidad, existen familias de compuestos que han reportado actividad
inhibidora contra estas enzimas, tales como compuestos heterociclicos N-sustituidos

polihidroxilados, cicloalquenos polihidroxilados y oligdbmeros de pseudoazucares, tal
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es el caso de la acarbosa, voglibosa y el miglitol (Kwon et al., 2008). Sin embargo, son
pocos los medicamentos que pueden actuar contra estas dianas terapéuticas vy,
ademas, presentan algunos efectos adversos como flatulencias, dolor intestinal y
abdominal, ademas de diarrea; lo cual puede deteriorar la calidad de vida de los

pacientes (Kwon et al., 2008).

Por otra parte, algunos estudios indican que algunos derivados de imidazoles y
bencimidazolonas han demostrado una excelente inhibicion contra estas enzimas; no
obstante, algunos de estos compuestos necesitan de mas estudios SAR para

corroborar su actividad (Liu & Ma, 2017a).

Recientemente en nuestro grupo de investigaciéon se reporté la sintesis y
evaluacion de derivados de ariliminas contra las enzimas a-glucosidasa y a-amilasa
mediante estudios in silico e in vitro, donde se encontr6 como resultados que los
compuestos sintetizados presentaron una buena actividad inhibidora con valores de
concentracion inhibidora 50 (ICso) entre 24.02 y 62.15 ug-mL™* para a-glucosidasa y de
28.53 a 126.4 ug-mL* para a-amilasa. De los compuestos evaluados tres compuestos
fueron similares o mejores que el farmaco acarbosa (24.38 yM en a- glucosidasa y

61.28 yM en a-amilasa) (Aispuro-pérez et al., 2019).

De la misma forma, algunos estudios de modificaciones de bencimidazolonas
indicaron que la insercién de grupos donadores de electrones en el nitrdgeno de su
estructura; asi como grupos electro receptores en el anillo imidazol es crucial para la

actividad inhibidora de estas enzimas (Ozil et al., 2016a).

A la par de las pruebas in vitro contra estas enzimas antes mencionadas, diversos
autores han realizado estudios de acoplamiento molecular para dilucidar el posible
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mecanismo de accién de diversos compuestos a evaluar; por ejemplo, Javaid y
colaboradores en 2015, evaluaron 25 derivados de 2-arilquinazolindionas contra la
enzima a-glucosidasa; este estudio reveld que dos de los compuestos presentaron
interaccion con esta enzima generando inhibiciones tanto competitiva como no
competitiva, ya que estos compuestos tuvieron enlaces con aminoacidos como
Asp518, Trp516 y Glu513 (aminoacidos reportados en el sitio catalitico de esta enzima)
y Leu868, Glu869, Arg870, Gly871, Ala872 y Tyr873 (aminoacidos de un sitio

alostérico de a-glucosidasa) (Javaid et al., 2015).

De la misma forma, Taha y colaboradores en 2016, sintetizaron y evaluaron tanto
in silico e in vitro derivados de aril-metilbencimidazoles contra enzimas intestinales,
obteniendo como resultado que algunos compuestos evaluados presentaban una
energia de union de -8.72 kCal'mol?, lo cual indica una buena actividad contra dichas
enzimas, ademas de presentar interacciones con residuos de aminoacidos del sitio

catalitico (Taha et al., 2016b).

Basados en estos estudios (Liu & Ma, 2017; Ozil et al., 2016) y a la creciente
problematica que implica la DMII a nivel mundial y en México, en nuestro grupo de
investigacién se ha propuesto la sintesis de nuevos derivados de bencimidazolonas
como molécula con potencial accién antihiperglucemiante e hipoglucemiante en el
control de glucemia; esto debido a la presencia de grupos funcionales y atomos
relacionados con la posible interaccion con enzimas como a-glucosidasa, a-amilasa y

GK.
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4.12.2 Activadores de GK

Estudios recientes en la literatura indican que la enzima GK, al presentar una
gran relevancia en el control de los niveles de glucosa en el organismo, diversos
investigadores han buscado diversos compuestos que activen esta proteina para
favorecer el metabolismo de la glucosa e incluso estimular la secrecién de insulina
(Charaya et al., 2018a). Por ejemplo, Charaya y colaboradores en 2018, sintetizaron y
evaluaron in silico e in vitro derivados de tiazolil benzamidas contra esta enzima.
Dentro de los resultados in silico obtenidos, observaron que 5 de los 16 compuestos
evaluados se unieron al sitio alostérico de la enzima presentando valores de EU que
van de -7.7 a -8.5 kCal-mol?, lo que indica que estos compuestos pueden presentar
una buena activacion de la enzima. Para corroborar estos resultados, se realizaron
estudios in vitro contra GK, encontrando que 4 de los compuestos con mayor actividad
in silico presentaron los mejores valores de activacion los cuales van de 1.48 a 1.83,

corroborando asi los estudios realizados (Charaya et al., 2018a).

De la misma forma, Grewal y colaboradores en 2019, sintetizaron analogos de N-
pirinidil benzamidas, como potenciales activadores de esta enzima; dentro de los
diversos compuestos sintetizados, 6 de ellos presentaron porcentajes de activacion
enzimatica que van de 1.9 a 2.07%, siendo estos compuestos excelentes activadores.
A su vez estudios de relacion estructura actividad, indicaron que el remplazo del anillo
aromatico unido al grupo sulfonamida por grupos alquilo genera una disminucién en la

activacion de esta enzima (Grewal et al., 2019c).
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4.13 Antecedentes

4.13.1 Bencimidazolonas

Las bencimidazolonas (figura 10); son compuestos heterociclicos, es decir,
compuestos que presentan en su estructura dtomos diferentes al carbono, tales como,
nitrégeno, fosforo o azufre. Estos compuestos usualmente se forman por un anillo de
benceno y un anillo heterociclo de cinco miembros (Xu et al., 2019b). Gracias a la gran
cantidad de sitios activos en su molécula, a estos compuestos se les ha atribuido una
gran variedad de actividades biolégicas, ademas constituyen el nucleo estructural de
numerosos farmacos, agroquimicos, inhibidores, pigmentos, herbicidas, entre otras

sustancias (Liang et al., 2019b).
4.13.2 Actividades bioldgicas de bencimidazolonas

Estos compuestos se han asociado a diferentes actividades bioldgicas, por
ejemplo, actividad antialérgicos, antiemético, antipsicoticos, sedante, antibacterianos,
antifingicos, antivirales, entre otros; esto al estar presentes en medicamentos como
oxotomida, benperidol, pimozida, domperidona y droperidol (De Lucas et al., 2020;

Intagliata et al., 2019; Nale & Bhanage, 2015; Palin et al., 2008).
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Figura 10. Generalidades del nucleo de bencimidazolonas. a) En la figura se

muestra la estructura general de este tipo de compuestos que presenta diferentes

sitios de unién posibles para afadir grupos funcionales, modificando su perfil de

actividades biologicas. b) Las bencimidazolonas se caracterizan por la presencia de

un anillo aromatico unido a un anillo de imidazol, con la presencia del grupo carbonilo

en este anillo.

51



Ademas de estas actividades, diversos autores han reportado actividades contra
desordenes psiquiatricos, esto en un estudio realizado por Fukaya y colaboradores en
2012, donde se observé que derivados de bencimidazolonas resulté ser un ligando del
receptor conocido como proteina translocadora (TSPO, de 18 kDa), el cual juega un

papel importante en la biosintesis de neuroesteroides (Fukaya et al., 2013).

Por otro lado, Wei y colaboradores en 2012, sintetizaron y evaluaron in vitro una
serie de 28 derivados de bencimidazolonas contra diversas bacterias como Bacillus
cereus, Bacillus subtilis, Escherichia coli, Staphylococcus aureus y Pseudomonas
aeruginosa mediante métodos de difusion en disco de papel y microdilucion de caldo.
Dentro de los resultados reportados por estos autores sefialan que los compuestos
con sustituyente metacriolil en su estructura presentaron una actividad antibacterial
contra las bacterias evaluadas, presentando mejor actividad que el farmaco ampicilina

(Wei et al., 2017a).

De la misma forma, Khanapurmath y colaboradores en 2019, sintetizaron y
evaluaron la actividad bactericida de derivados de bis-triazol bencimidazolonas contra
la cepa H37Rv de Mycobacterium tuberculosis; esto al presentar inhibicion en el
crecimiento de esta bacteria. Dentro de los resultados obtenidos muestran que 12 de
los 14 compuestos sintetizados presentaron una buena actividad bactericida al mostrar
valores de concentracion minima inhibitoria (MIC) en un intervalo de 2.35 a 18.34 uM,
siendo estos mejores que el farmaco de referencia ciprofloxacino (9.43 M)

(Khanapurmath et al., 2019).

Otro estudio de relevancia en las actividades biologicas de este tipo de

compuestos es el realizado por Wei y colaboradores en 2017, quienes sintetizaron
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derivados de bencimidazolonas y las evaluaron como potenciales agentes
antifangicos, evitando el crecimiento de los micelios y la germinacion de esporas del
hongo Botrytis cinérea. Dentro de los resultados obtenidos en este estudio 4
compuestos presentaron porcentajes de inhibicion de 90 al 100%. Al realizar un
estudio de relacion estructura actividad se observé que la presencia de grupos

aromaticos en la estructura aumenta la actividad antifingica (Wei, et al., 2017).

También, Pribut y colaboradores en 2019 sintetizaron y evaluaron la actividad
antiviral de derivados de bencimidazolonas, al observar inhibicion de la enzima
transcriptasa inversa del virus de inmunodeficiencia humana (HIV), asi como en
mutaciones del virus (K103N y Y181C). Dentro de los resultados obtenidos por este
grupo de investigacion, los 16 compuestos sintetizados, 15 compuestos se mostraron
como potentes inhibidores de esta enzima, al presentar ICso de 0.026-3.88 uM, siendo
estos resultados mejores que el farmaco de referencia nevirapina (0.105 uM) (Pribut

et al., 2019).

A su vez, se realiz6 un estudio de sintesis y evaluacién de la actividad inhibidora
de derivados de bis-bencimidazolonas contra la enzima a-glucosidasa. Este grupo de
investigacién reporté que, de los 20 compuestos sintetizados, 7 presentaron valores
de ICso en un intervalo de 0.44 a 6.53 uM, y al compararlos con el farmaco acarbosa;
los compuestos evaluados presentaron una mejor actividad (13.34 uM), lo cual hace a

estos compuestos una nueva clase de inhibidores de esta enzima (Ozil et al., 2016a).
4.13.3 Métodos de sintesis para bencimidazolonas

Debido a la gran variedad de actividades biologicas reportadas, diversos autores
han buscado distintos métodos de sintesis para estos compuestos, modificando
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componentes y condiciones en la ruta sintética, las cuales se ejemplifican en la figura
11. Un ejemplo de esto es la reaccion de isocianatos con a-aminocetonas, oxidacion
de sales de becimidazolium, 1,2-diahalogenocenos con arilureas, acidos antranilicos
con difenilfosforilazida, anhidridos ftalicos con azida de sodio bajo condiciones acidas

fuertes, entre otros (Lépez et al., 2016).

Otro método de sintesis es el reportado por Liang y colaboradores en 2019,
donde generaron una sintesis multicomponente de bencimidazolonas a partir de aril-
aminas, di-alquilaminas y alcoholes utilizando una oxidacién catalizada por cobre unida
a aminaciones carbono-hidrégeno y carbofuncionalizacion deconstructiva de grupos
alquilo, obteniendo rendimientos de hasta 84% (Liang et al., 2019c). Sin embargo,
estos métodos se asocian a reacciones multietapa con reactivos costosos, algunas
condiciones inertes, condiciones acidas fuertes y sobre todo con técnicas de
purificacion dificiles y poco amigables con el medio ambiente, por lo que otros
investigadores se han dado a la tarea de buscar otros métodos de sintesis de estos
compuesto por ejemplo, el reportado Xu y colaboradores en 2019, en donde generaron
derivados de bencimidazolonas y benzoxalonas mediante una cascada de ciclacion
deshidrogenativa; esta estrategia evita la necesidad de una catalisis basada en
metales de transicion y de agentes oxidantes, generando productos completamente

substituidos que van de 20-88 % de rendimiento (Xu et al., 2019).
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Figura 11.- Variaciones en los componentes de las rutas sintéticas para la
generacion de bencimidazolonas. Se muestran, diferentes modificaciones en las
rutas de sintesis para generar bencimidazolonas, haciendo cambios en componentes
iniciales, tiempo de reaccion y fuentes de energia (las cuales van desde calor

convencional hasta irradiacion por microondas).
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V. JUSTIFICACION

La hiperglucemia, es un estado fisioldgico normal donde los niveles de glucosa
sobrepasan los niveles normales en el organismo (80-100 mg-dIY); sin embargo,
gracias a hormonas como la insulina, este estado es contralado hasta regresar a sus
niveles basales. Cuando existen alteraciones en la accion de la insulina, este estado
puede mantenerse por tiempo prolongado y generar complicaciones en el organismo
e incluso derivan enfermedades como obesidad, enfermedades cardiovasculares y
DMII; siendo estas enfermedades de relevancia en salud publica. En la actualidad, una
de las principales estrategias terapéuticas para tratar este tipo de patologias es el
control de los niveles de glucosa en sangre mediante la inhibicidn y/o activacion de
moléculas de interés como a-glucosidasa, a-amilasa y GK; existiendo en la literatura
diferentes estudios que indican que compuestos de origen natural o sintéticos
presentan actividad inhibidora contra dichas moléculas, sin embargo, muchos de estos
compuestos generan efectos adversos que deterioran la calidad de vida de los
pacientes y existen pocos compuestos en el mercado que cumplan esta funcion, lo
cual genera una necesidad de la busqueda de nuevos compuestos que actien sobre
estas moléculas. Por tal motivo, en nuestro grupo de trabajo se propone realizar el
disefio, evaluacion in silico, sintesis y evaluacion biolégica in vitro de derivados de
bencimidazolonas con potencial en el control de glucemia como agentes

antihiperglucemiantes e hipoglucemiantes.
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V. HIPOTESIS

Los derivados de bencimidazolonas disefiados mediante analisis in silico y
obtenidos mediante rutas sintéticas, presentan actividad en el control de glucemia, esto

al evaluarlos en ensayos in vitro.
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VI. OBJETIVOS

6.1. Objetivo general

Disefiar y sintetizar derivados de bencimidazolonas con potencial uso en el
control de glucemia mediante la combinacién de irradiacion por microondas y calor

convencional para su evaluacion preclinica mediante ensayos in silico e in vitro.
6.2. Objetivos especificos

7.2.1. Determinar los valores de energia de afinidad, interacciéon de residuos de
aminoacidos, prediccion de propiedades biolégicas, farmacocinéticas vy
toxicologicas de los derivados de bencimidazolonas contra a-glucosidasa, a-
amilasa y GK, mediante ensayos de acoplamiento molecular y programas

bioinformaticos (Pharmaexpert, SwissSADME y admetSAR).

7.2.2. Sintetizar los derivados de bencimidazolonas con el mejor perfil in silico contra

las enzimas y/o receptores a-glucosidasa, a-amilasa y GK.

7.2.3. Evaluar la actividad inhibidora in vitro de los derivados de bencimidazolonas

contra las enzimas a-glucosidasa, a-amilasa y GK.
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VI.LMATERIALES Y METODOS

7.1. Lugar de trabajo

El presente trabajo de investigacion se desarrolld en el Laboratorio de
investigacién en Farmacia, Farmacobiologia y Toxicobiologia (LIFFT) de la Facultad
de Ciencias Quimico-Bioldgicas, Laboratorio de productos naturales de la Facultad de
Ciencias Quimico-Biologicas y “Laboratorio de ambiental” de la Facultad de Ingenieria
civil, de la UAS, en colaboracion con el Centro de graduados e investigacion en
guimica, del instituto tecnologico de Tijuana y el centro de investigacion en

alimentacion y desarrollo (CIAD).
7.2. Técnicas analiticas

Los espectros obtenidos de la caracterizacidén por resonancia magnética nuclear
(RMN) de H (400 MHz) y de 3C (100 MHz) se realizaron en un equipo bruker 400
MHz utilizando DMSO-des con tetrametilsilano (TMS) como estandar interno. Los
valores de los desplazamientos quimicos (o) fueron expresados en partes por millén
(ppm). Los valores de las constantes de acoplamiento (J) se expresaron en Hertzios

(Hz) en todos los casos.

La deteccién de los pesos moleculares de los compuestos se realiz6 en un
cromatografo de gases Varian titan 4000 acoplado a un espectrometro de masas con
trampa de iones con columna cpsil 24CBMS de 30 mm X 0.25 mm de didmetro interno.
Los puntos de fusién se obtuvieron en un aparato Stuart modelo SMP30 y sin

correccion, los valores se reportan como un promedio de 3 experimentos por separado.
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Las reacciones se realizaron bajo irradiacion de microondas y se llevaron a cabo
en tubos Pirex de (10 mL) sellados con una tapa de silicona en un reactor de
microondas monomodal (Discover-SP modelo 909150 equipado con Explorer 12
hybrid modelo 909505 con 725 Watts de potencia maxima, CEM corp) con 100 Watts
de potencia inicial, ademas del uso de calor convencional mediante placa de

calentamiento Thermo Fisher Scientific.
8.3 Disefio experimental para ensayos in silico, sintesis, y ensayos in vitro

Los derivados de bencimidazolonas se disefiaron segun sustituyentes y
estructuras de importancia para el control de glucemia (atomos de nitrogeno,
hal6genos, electroaceptores, entre otras) reportados en la literatura; estos compuestos
se analizaron por acoplamiento molecular para observar la posible actividad contra las
dianas terapéuticas, posteriormente, se realizé un estudio predictivo de actividades
biologicas, toxicoldgicas y caracteristicas fisicoquimicas asociadas a farmacocinéticas,
farmacodinamica, lo cual permitio delimitar la sintesis de compuestos. Los compuestos
con mejor perfil in silico, fueron sintetizados por una combinacion de irradiacion con
microondas y calor convencional para genera el nucleo de bencimidazolonas y
bencimidazolonas monosustituidas; las cuales fueron sometidos a ensayos in vitro por
espectrofotometria para evaluar la actividad de estos compuestos contra los diferentes

blancos terapéuticos (figura 12).

8.4 Ensayos in silico

8.4.1 Disefio de derivados de bencimidazolonas para ensayos in silico

Los derivados de bencimidazolonas (2a-u) se disefiaron segun sustituyentes y

estructuras de importancia para el control de glucemia (grupos bencilo, atomos de
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Figura 12. Estrategia experimental de ensayos in silico, sintesis y ensayos in
vitro. Se realiz6 un disefio de compuestos y un andlisis de acoplamiento molecular
contra las moléculas de interés para observar las interacciones de las
bencimidazolonas con estas, los compuestos con mejor afinidad a estos blancos
terapéuticos fueron sintetizados por irradiacion de microondas/calor convencional a
partir de anhidrido isatéico; posteriormente, se evalu6 su actividad inhibidora in vitro

por espectrofotometria contra las enzimas de interés.
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nitrégeno, halégenos, entre otras) reportados en la literatura usando el programa
ChemDraw v22 y obtener el codigo SMILES de cada uno de los compuestos evaluados

mediante el mismo programa.
8.4.2 Analisis predictivo de perfil de actividades biol6gicas (PASS) online.

Los derivados de bencimidazolonas (2a-u) se evaluaron mediante el uso de

PASS online (http://www.pharmaexpert.ru/passonline/predict.php/), esta herramienta

bioinformética, permite estimar el perfil probable de actividad biolégica de un
compuesto organico similar a un farmaco basandose en su formula estructural y la
estimacion se basa en un analisis de las relaciones estructura-actividad para un amplio
conjunto de moléculas que incluye sustancias farmacoldgicas, candidatos a farmacos
en diversas etapas de la investigacién clinica y preclinica, agentes farmacéuticos,
sondas quimicas y compuestos presentes en una base de datos. Esta comparacion
permite determinar la probabilidad de ser biolégicamente activo (Pa) o de no ser
biolégicamente activo (Pi), contra diferentes actividades bioldgicas (Filimonov, et al.,

2014).

Inicialmente, se introducen los cédigos SMILES determinados anteriormente en
el programa pharma expert e iniciar el estudio de prediccion de actividades, los
resultados obtenidos en el estudio PASS, son probabilidades de ser bilogicamente
activo contra una gran variedad de actividades, por lo que se realizé un filtrado de
resultados donde los valores de Pa > Pi, ademas de realizar una busqueda de

actividades relacionadas con el control de glucemia (Filimonov, et al., 2014).
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Los resultados fueron determinados como % de probabilidad de ser
biolégicamente activo (Pa) y de no ser biolégicamente activo (Pi) mostrandose en un

cuadro comparativo para los compuestos evaluados.
8.4.3 Determinacién del perfil ADME de derivados de alquilbencimidazolonas

Los parametros farmacocinéticos o las propiedades de similitud con los farmacos

de los compuestos seleccionados se determinaron mediante la herramienta en linea

SwissADME  (http://www.swissadme.ch/), esto para determinar parametros

fisicoguimicos, farmacocinéticos y el potencial de estos compuestos a ser
biolégicamente activo (drug-likeness), esto mediante los lineamientos de los filtros o
reglas de Lipinskiy Veber (Daina et al., 2017). Estas reglas, determinan caracteristicas
importantes en la determinacion de la biodisponibilidad oral; las cuales pueden ser, el
peso molecular (Pm) (< 500 g'mol?), cantidad de sitios aceptores de hidrégeno (Sah)
(< 10 sitios), cantidad de sitios donadores de hidrogeno (Sdh) (< 5 sitios), lipofilicidad
(LogP) (= 4.15), numero de enlaces rotables (nER) (< 10) y area de superficie polar
(TPSA) (< 140 A indican una buena absorcion intestinal y TPSA < 70 A un facil paso
por barrera hematoencefalica) (Bhutani et al., 2018). Cuando existen fallos en alguno

de estos parametros, sugieren una baja biodisponibilidad oral.

Inicialmente, se introduce el codigo SMILE determinados para los derivados de
alquilbencimidazolonas en la interfaz del programa SwissADME, para obtener los
resultados de los parametros relacionados con los criterios de los parametros de

Lipinsky y Veber; los resultados se muestran en una tabla con los valores individuales
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de cada parametro y los posibles fallos a los criterios antes mencionados (Bhutani et

al., 2018).

8.4.4 Determinacion de propiedades toxicoldgicas predictivas de derivados de

alquilbencimidazolonas.

Las propiedades toxicoldgicas de los compuestos seleccionados se determinaran
utilizando la herramienta en linea admetSAR

(http://Immd.ecust.edu.cn/admetsar2/predict/). Esta herramienta bioinformatica evalla

(segun la estructura) diferentes pruebas de toxicidad como, la inhibicibn de
transportadores de grupos organicos (aniones y cationes) (OATP, MATE) los cuales
son de relevancia para el metabolismo y excrecién de sustancias en el organismo;
también pruebas de carcinogénesis, mutagénesis, cardiovasculares, hepatotoxicidad,
toxicidad oral aguda, entre otros; utilizando algoritmos de aprendizaje automético que
incluyen bosque aleatorio (RF), maquina de vectores de soporte (SVM) y k vecinos
mas cercanos (KNN) para construir los modelos a partir de datos que se obtienen de
bases de datos como DrugBank, ChEMBL y CPDB, articulos cientificos revisados y

proyectos de cribado de alto rendimiento como Tox21. (Yang, et al., 2019).

Inicialmente, se introduce el codigo SMILE determinados para los derivados de
alquilbencimidazolonas en la interfaz del programa admetSAR, para obtener los
resultados de probabilidad (%) de los compuestos evaluados para cada uno de las
pruebas evaluadas; estos valores se presentan en un cuadro comparativo indicando si
el compuesto puede generar efectos toxicoldégicos de ese tipo (% +) o de no

presentarlo (% -) (Osman et al., 2021).
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8.4.5 Método para la realizacion del acoplamiento molecular

Para realizar el acoplamiento molecular, los derivados de bencimidazolonas se
disefiaron usando el programa ChemDraw v16, posteriormente se realizdé la
optimizacién de las estructuras tridimensionales (3D) de los compuestos mediante el
programa Spartan V14 y Chimera V1.16 hasta obtener la conformacion de minima
energia utilizando la teoria MMMF94’s; de la misma forma, se asignaron las cargas de
Gasteiger utilizando el programa Avogadro v1.2.0 (Morris et al., 2009; Pettersen et al.,
2004). Las estructuras optimizadas se guardaron con formato SYBYL mol2.
Posteriormente, las estructuras 3D cristalizadas de las enzimas a-amilasa pancreatica
humana PDB ID: 5EOF con 1.4 A de resolucion), a-glucosidasa humana (PDB ID:
5NN8 con 2.45 A de resolucion), y GK humana (PDB ID: 3IMX con 2 A de resolucion)
se descargaron de la base de datos Protein Data Bank (PDB). Antes de los célculos
de docking, se removieron las moléculas de agua, ligandos y iones que no se
encuentren en los sitios activos. El sistema se solvatd con hidrégenos polares y cargas
de Kollman en el programa AutoDock Tools v1.5 (Aispuro-Pérez et al., 2020; Mughal
et al., 2018). El analisis de acoplamiento molecular se realizo en el programa AutoDock
Vina, cargandose el formato mol2 del paso anterior, posteriormente se adicionaron los
ligandos y se utilizé un cubo tridimensional de tamafio 74 x 70 x 90 puntos (X, Y, Z)
centrado en el centro de la enzima a-glucosidasa, 80 x 72 x 66 puntos (X, Y, Z), y en
el sitio alostérico de GK 66 x 62 x 40 puntos con 0.375 A de espaciado. Los calculos
de docking se realizaron utilizando el algoritmo genético de Lamarckian para la
busqueda de las conformaciones de menor energia del ligando. La evaluacién de los

derivados de bencimidazolonas en el docking consistio en un total de 200 corridas por
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compuesto, que se llevaron a cabo con un tamafio de poblacién de 150 individuos, un
maximo de 25 millones de evaluaciones de energia, un maximo de 270,000
generaciones, una tasa de mutacién de genes de 0.02 y una tasa de cruce de 0.8. El
analisis de grupos fue realizado en los resultados obtenidos usando la media
cuadréatica (RMS) con tolerancia de 2.0 A. Las conformaciones de menor energia libre
de union fueron examinadas con el programa Accelrys, Discovery Studio Visualizer
v17.2.0.16349 para visualizar las diferentes interacciones con aminoacidos (Aispuro-

Pérez et al., 2020; Yeye et al., 2020).

Los resultados obtenidos fueron expresados en parametros de energia de union

(EU Kcal-mol?), tipo y tamafio de enlace formado (A).
8.5 Método general para la sintesis de bencimidazolonas

La metodologia propuesta en este proyecto partio de la reaccidon de anhidrido
isatdico como compuesto limitante (1) con azida de trimetilsilano (1.4 mmol) y N,N
dimetilformamida (DMF) (2 mmol), mediante el uso de irradiacion por microondas (130
°C por 20 minutos) para generar el nicleo de bencimidazolona (2). Este compuesto se
utilizé como base para la alquilacion con bromuros de alquilo (1.5 mmol), carbonato de
potasio (base) (1.0 mmol) y DMF (2 mmol), y mediante calor convencion (70 °C /24 h)
generar los derivados de bencimidazolonas monosustituidas (3), para su posterior
purificacion por columna cromatogréafica. Nuestro grupo de investigacion tiene amplia
experiencia en la sintesis organica y uso de azidas para la insercion del heteroatomo
de nitr6geno en compuestos heterociclicos. La sintesis de los derivados se realiz6 a

partir de las bencimidazolonas que presentaron actividad in silico (figura 13).

66



1 2

0 H H
TMSN,/DMF N R-Br, DMF, K,CO,
O e (ot (e
N” g MW, 150 W, 130°C, 20 min N 70°C, 24 min N
H R

H
Anhidrido Nucleo de Bencimidazolona
isatdico bencimidazolona alquilada

Q0 O

Figura 13. Esquema de sintesis de derivados de benzimidazolonas mediante la
combinacion de irradiacién por microondas y calor convencional. 1) En el primer
parte de la sintesis se usé anhidrido isatéico como compuesto limitante, azida de
trimetilsilano y DMF en condiciones de microondas para generar el ndcleo de
bencimidazolonas. 2) Posteriormente, este compuesto se usé para la alquilacion con
bromuros de bencilo en condiciones de calor convencional para generar

bencimidazolonas alquiladas.
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8.6 Ensayos in vitro

8.6.1 Evaluacion de la actividad inhibidora contra a-glucosidasa.

La determinacion de la inhibicion de la enzima a-glucosidasa (EC 3.2.1.20) se
realiz6 siguiendo los procedimientos reportados por Custddio y colaboradores en 2015
y Aispuro-Pérez y colaboradores en 2019. En una placa de Elisa de 96 pozos se
agreg6 100 uL de la enzima a-glucosidasa (EC 3.2.1.20) a una concentracion de 1
U-mL? disuelta en buffer de fosfatos (0.1 M a pH 7). Posteriormente, se agregé 50 pL
de las bencimidazolonas sintetizadas (utiizando DMSO 5% en metanol como
disolvente) a las concentraciones de 1, 10, 100, 500 y 1000 pg-mL-! utilizando como
control negativo la reaccion enzimética sin inhibidor (se adicionaron 50 pL de metanol)
y como control positivo el farmaco acarbosa a 1000 pug-mL™t. Después, la placa se
incubd a 25°C por 10 min; luego, se agregd 50 pL del sustrato p-nitrofenil-a-D-
glucopiranosa (concentracion de 5 mM). Posteriormente, se incubé a 25°C por 5 min.
Todas las evaluaciones se llevaron a cabo por duplicado en un solo experimento. Una
vez concluida la incubacion, se realizo la lectura de las absorbancias a una longitud de

onda a 405 nmy se determind el porcentaje de inhibicion mediante la siguiente formula:

Lo Abs control — Abs muestra
% inhibicion = Abs control X 100

Donde:

Abs control = absorbancia de la reaccidon enzimatica sin inhibidor.

Abs muestra = absorbancia de la reaccién con las diferentes concentraciones de

inhibidor.
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Los porcentajes de inhibicibn calculados fueron ingresados al programa
informatico GraphPad Prism v6 para determinar la ICso (Custédio et al., 2015; Kwon et

al., 2008).
8.6.2 Evaluacion de la actividad inhibidora contra a-amilasa.

La determinacion de la inhibicion de la enzima a-amilasa se realiz6 siguiendo la
metodologia reportada por Mendoza-Meza y Medina-Valdés, 2015. En una placa de
Elisa de 96 pozos se agregaron 75 uL de la enzima a-amilasa (AMY2) (concentracion
de 0.5 mg'mL* en buffer de fosfatos a 0.1 M y pH 6.9), 75 pL de las bencimidazolonas
(concentraciones de 1, 10, 100, 500, 1000 pug'mL?* en metanol) y se incubé por 10
minutos a 25°C. Se utiliz6 como control negativo la reaccién enzimatica sin inhibidor
(se adicionaron 75 pL de metanol) y como control positivo acarbosa a 100 pg'mL™.
Posteriormente, se adicionaron 75 pL de almidon (concentracion de 0.1% p/v en buffer
de fosfatos a 0.1 M y pH 6.9) para iniciar la reaccién y se incub6 por 10 minutos a
25°C. Luego, se agregaron 62.5 L del 4cido dinitrosalicilico (DNS, concentracion de
96 mM en una solucién acuosa de sulfito de sodio al 0.05%, hidroxido de sodio al 1%
y fenol al 0.2%) y se colocaron en agua hirviendo por 5 minutos, pasado este tiempo,
se dejo a enfriar a temperatura ambiente y se tomo lectura en el espectrofotbmetro a
una longitud de onda a 580 nm. El porcentaje de inhibicion fue calculado siguiendo la

féormula:

L. Abs control — Abs muestra
% inhibicion = b control X 100

Donde:

Abs control = absorbancia de la reaccidén enziméatica sin inhibidor.
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Abs muestra = absorbancia de la reaccién con las diferentes concentraciones

de inhibidor.

Los porcentajes de inhibicibn calculados fueron ingresados al programa

informatico GraphPad Prisma version 6 para determinar la ICso (Meza & Valdés, 2015).
8.6.3 Evaluacién de la actividad activadora contra glucocinasa.

Para el estudio de activacion, se utilizo el kit comercial “Hexokinase colorimetric
assay kit”’, generando la determinacion de la cantidad de nano moles por minuto por
mililitro (nmol-min-t-mL-?) de dinucleétido de nicotinamida reducido (NADH) generados
por la enzima glucocinasa, el cual se lee a una longitud de onda de 450 nm; por parte
de los derivados de bencilbencimidazolonas (concentraciones de 0.1-200 pg-mL™),

control positivo y el estandar de NADH (reaccion enzimética normal).

Inicialmente, se realizaron los calculos correspondientes para generar las
concentraciones necesarias; despueés, se realiz6 una curva del estdndar de NADH,
utilizando diluciones para generar 0, 2.5, 5, 7.5, 10 y 12.5 nmol, dicha curva se utilizé

para determinar los nmol generados por los compuestos (valor de B en formula).

De la misma forma, se determiné el intervalo de tiempo de reaccion (A tiempo);
donde se utiliza como tiempo final los minutos donde la absorbancia anterior al tiempo
donde la absorbancia sea mayor que el maximo de la curva estandar y el tiempo inicial
el primer intervalo de lectura (5 minutos). La actividad enzimética se determind

mediante la siguiente férmula:

nmol de NADH — Factor de dilucion
(A Tiempo)(Volumen de compuesto)

Activacion de GK =
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Donde:

Nmol de NADH = Nano moles generados de NADH.

A Tiempo = intervalo de tiempo de reaccion

Los resultados fueron expresados como nmol de NADH generados y se observo
su aumento en la actividad comparando con los nano moles generados en la curva
estandar.

8.7 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos de los ensayos in vitro de inhibicion (a-glucosidasa y
a-amilasa), asi como el de activacion enzimatica (GK) fueron recolectados en una base
de datos en Microsoft Excel y posteriormente exportados al software estadistico SPSS
v.15; utilizando medias % error estandar de la media (EEM) donde fueron analizados
mediante una ANOVA de 1 via y una prueba post hoc de Dunnett; donde valores de

p<0.05 se consideraron estadisticamente significativos.
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VIIl. RESULTADOS

9.1 Ensayos in silico de derivados de alquilbencimidazolonas

Se disefaron 22 derivados de alquilbencimidazolonas (2a-u) los cuales
presentaron en su estructura grupos aromaticos, atomos de nitrdgeno, halégenos, etc.,
los cuales son considerados por diversos autores grupos funcionales importantes para

el control de glucemia (cuadro 1).

9.2 Determinacion de la predicciéon del perfil PASS de derivados de

alquilbencimidazolonas

El estudio de prediccion de actividades bioldgicas (PASS) para los 22 derivados
de alquilbencimidazolonas mostraron que dichos compuestos, presentan probabilidad
de ser biolégicamente activo (Pa) para actividades contra la dermatitis atopica,
estimulante de la funcion renal, protector contra mucosas, inhibidor de gastrina,

activacion de algunos canales de potasio entre otras.

Ademas de las actividades antes mencionadas, se observé que esta familia de
compuestos podria tener efectos promotores de insulina con valores de Pa desde un
25 a 60% de probabilidad. De la misma forma, se observaron actividades asociadas al
control de glucemia como actividad antidiabética o la Inhibicibn de la enzima
degradadora de insulina, presentando valores de Pa que van hasta 50% de
probabilidad; siendo los compuestos 2j, 2k, 2l, 2p, 2q, 2r, 2s, 2t y 2u los que

presentaron los mejores valores de Pa (Cuadro 2).

Analizando los resultados obtenidos, los compuestos 2t y 2u, presentaron bajas

probabilidades de ser biologicamente activos para el control de glucemia,
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Cuadro 1. Lista de sustituyentes de compuestos alquilbencimidazolonas
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Cuadro 2. Relacion de actividades biolégicas encontradas en PASS de los derivados

de alquilbencimidazolonas.

Yo

R Alquilbencimidazolonas

R Prediccion de actividad Valo(ro/(:)e Pa Valor de Pi (%)

Antidiabética sintomatica 30 4
2j Inhibidor de insulysin 45 9
Promotor de insulina 59 2
Antidiabética sintomatica 29 5
-2k Inhibidor de insulysin 39 9
Promotor de insulina 60 2
Antidiabética sintomatica 26 7
Antidiabética 25 12
? Inhibidor de insulysin 41 9
Promotor de insulina 55 5
Antidiabética sintomatica 30 4
2p Antidiabética 20 17
Promotor de insulina 33 8
Antidiabética sintomatica 28 5
Antidiabética 31 8

2q
Inhibidor de insulysin 25 19
Promotor de insulina 51 3
Antidiabética sintomatica 30 4
2r Inhibidor de insulysin 39 9
Promotor de insulina 51 3
Antidiabética sintomatica 30 4
2s Inhibidor de insulysin 32 10
Promotor de insulina 37 8
Antidiabética sintomatica 30 5
2 Promotor de insulina 25 20
2u Antidiabética sintomatica 20 15
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al obtener valores de Pa<30% y con pocas actividades relacionadas a este propésito.
9.3 Determinacion del perfil ADME de derivados de alquilbencimidazolonas

Una vez indicada la posible actividad en el control de glucemia por parte de los
derivados de alquilbencimidazolonas, se realizé un analisis del perfil de absorcion,
distribucion, metabolismo y excrecion (ADME), esto para determinar parametros
fisicoguimicos, farmacocinéticos y el potencial de estos compuestos a ser
biol6gicamente activo (drug-likeness), esto mediante los lineamientos de los filtros o

reglas de Lipinski y Veber (Bhutani et al., 2018).

Como se mencion6 anteriormente, estas reglas, determinan caracteristicas
importantes en la determinaciéon de la bioviabilidad biodisponibilidad oral; estas
caracteristicas pueden ser, el peso molecular (Pm) (< 500 g'mol?), cantidad de sitios
aceptores de hidrégeno (Sah) (< 10 sitios), cantidad de sitios donadores de hidrégeno
(Sdh) (< 5 sitios), lipofilicidad (LogP) (< 4.15), numero de enlaces rotables (nER) (< 10)
y area de superficie polar (TPSA) (< 140 A indican una buena absorcion intestinal y
TPSA < 70 A un facil paso por barrera hematoencefalica). Cuando existen fallos en
alguno de estos pardmetros, sugieren una baja biodisponibilidad oral (Daina et al.,

2017).

Dentro de los resultados se observa 2j, 2k, 2I, 2p, 2q, 2r, 2s, 2t y 2u cumplen
con los pardmetros de Lipisnki y Veber, ya que se observa que parametros como la
lipofilicidad (valores entre 2 y 4), TPSA (37.79 a 83.61 A), nER (2 a 3), se encuentran
dentro de los valores considerados como normales, sugiriendo que pueden tener

buena absorcidén intestinal y biodisponibilidad oral (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Andlisis de las propiedades fisicoquimicas, farmacocinéticas y drug-likeness de los derivados de

alquilbencimidazolonas.

Filtro de Lipinski Violaciones Filtro de Veber
Compuesto de filtro

Pm (g mol?) Sah Sdh LogP Lipinski Ner TPSA (A)
2j 238.28 1 1 2.82 0 2 37.79 Az
2k 238.28 1 1 2.81 0 2 37.79 A2
2l 238.28 1 1 2.80 0 2 37.79 A2
2p 280.36 1 1 3.69 0 3 37.79 A
2q 292.26 4 1 3.53 0 3 37.79 A
2s 269.26 3 1 1.90 0 3 83.61 A2
2t 238.28 1 1 2.82 0 2 37.79 Az
2u 224.26 1 1 2.80 0 2 80.31 A2

Pm: peso molecular, Sah: sitios aceptores de hidrégeno, Sdh: sitios donadores de hidrégeno, LogP: lipofilicidad, Ner: nimero de enlaces rotables, TPSA: area de

superficie polar.
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9.4 Determinacion de las propiedades toxicolégicas de derivados de

alquilbencimidazolonas mediante admetSAR

Otro aspecto importante en el disefio y desarrollo de nuevos agentes terapéuticos
es la determinacién de los posibles efectos toxicoldgicos; para esto, se utilizé el
software online admetSAR, el cual evalla (segun la estructura) diferentes pruebas de
toxicidad como, la inhibiciébn de transportadores de grupos organicos (aniones y
cationes) (OATP, MATE) los cuales son de relevancia para el metabolismo y excrecion
de sustancias en el organismo; también pruebas de carcinogénesis, mutagénesis,

cardiovasculares, hepatotoxicidad, toxicidad oral aguda, entre otros.

Dentro de los resultados obtenidos para los derivados de
sulfonilbencimidazolonas se observa que todos los compuestos evaluados pueden
presentar propiedades toxicologicas (Cuadro 4). En el andlisis de la posible inhibicién
de los transportadores de cationes y aniones (OATP2B1, OATP1B1, OATP1B3,
MATEL), se observa que los 9 compuestos evaluados inhiben 2 de los 4

transportadores con probabilidades de un 90-100%; asociandose a hepatotoxicidad.

A su vez, todos los compuestos evaluados presentaron un nivel Il de toxicidad
aguda (ICso = 50-300 mg-kg?), categorizando a estos compuestos como téxicos. Sin
embargo, los porcentajes de probabilidad para este parametro fueron de 60-70%, por

lo cual, se necesitan mas estudios para corroborar este posible efecto téxico.

Por otro lado, los 9 compuestos evaluados no presentaron probabilidad de
presentar efectos cancerigenos ni mutagénicos al obtener resultados negativos de un

80y 70% respectivamente.
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Cuadro 4. Relacién de las propiedades toxicolégicas presentadas por los derivados de alquilbencimidazolonas.

Alquilbencimidazolonas

Parametros
2j 2k 2l 2p 2q 2r 2s 2t 2u

nhibicion de _100%) - (86%) - (85%) - (86%) - (100%) - (86%) - (100%) - (100%) - (100%)
OATP2B1

nhibiclon de ., 9406)  +(93%)  +(94%) +(92%) +(96%) +(92%) +(84%) +(85%) -+ (90%)
OATP1B1

nhibicion de (og06)  + (95%)  +(95%) +(95%) + (95%) +(94%) -+ (94%) +(94%) -+ (94%)
OATP1B3

'”h&?ACT'CI’Eq 9 (0a%) - (04%) - (94%) - (94%) - (98%) - (88%) - (92%) - (92%) - (92%)

Hepatotoxicidad + (78%) + (75%) + (80%) + (65%) + (63%) + (74%) +(85%) + (83%) + (82%)
Tox'géﬁdaora' Il (68%) Il (68%) Il (68%) Il (62%) 11l (54%) 11l (60%) 11l (68%) Il (68%) Il (69%)
Carcinogénesis - (87%) -(87%) -(87%) -(89%) -(87%) -(86%) - (82%) - (83%) - (83%)

“?Eéigaerﬂiss'f (76%) - (72%) - (70%) - (75%) - (76%) - (72%) +(77%) - (69%) -+ (70%)
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Con base en los resultados de los analisis PASS, perfil ADME y propiedades
toxicologicas, se sugiere que los compuestos 2r, 2t y 2u presentan poca probabilidad
de tener una actividad en el control de glucemia (valores de Pa de <30%), de la misma
forma los resultados del estudio predictivo de toxicidad mostraron que la mayoria de
estos compuestos tienen la probabilidad generar dafios hepatotoxicos; sin embargo,

es necesario realizar estudios in vitro e in vivo para corroborar estos datos.

9.5 Estudio de acoplamiento molecular de alquilbencimidazolonas sobre a-

glucosidasa

Los compuestos de la familia alquilbencimidazolonas (2a-u) fueron analizados en
el programa Autodock Vina realizando un modelamiento dirigido en el sitio de union de
a-glucosidasa, obteniendo valores de EU entre -9.2 y -6.3 Kcal-mol* (cuadro 5),
siendo estos valores indicativos de una buena afinidad de unién entre los compuestos
y la enzima evaluada (un valor de EU, menor que -5, representa una mayor afinidad);
donde los sustituyentes: trifloro, bencilo y o-nitro en el anillo bencilico (2q, 2i y 2t)
presentaron los mejores valores de EU contra esta enzima (-8.7, -9.1y -10.6 Kcal-mol

! respectivamente).

A su vez, se realiz6é un andlisis del tipo de interacciones con los aminoacidos del
sitio activo de la enzima a-glucosidasa. Segun reportes en la literatura, se indica que
los amino&cidos considerados como cataliticos son Asp518, Glu521 y Asp616. Los
resultados obtenidos en este analisis indican que en todos los compuestos se
presentan enlaces de hidrégeno y/o electrostaticos con al menos uno de los
aminoacidos cataliticos (figura 14); dando una explicacion a la buena formacion de

enlace mostrada en el acoplamiento molecular.
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Cuadro 5. Analisis de acoplamiento molecular (valores de energia de union y perfil de
aminoéacidos de sitio activo) de alquilbencimidazolonas con mejor actividad sobre a-

glucosidasa.

R Alquilbencimidazolonas
a-glucosidasa
R EU (kcal mol™) Interacciones
Enlace de hidrégeno:
%L N-H---O de Asp616™ (2.39 A) (angulo = 129.449)
©/\/ 89 C=0---H-N de Arg600 (2.11 A) (4ngulo = 158.573)
) Enlaces electrostaticos:
h pi-anion: anillo A --- O de Asp616** (3.7 A)
anillo C --- O de Asp404 (3.62 A)
Enlace de hidrégeno:
J;“ N-H---O de Asp616** (2.70 A) (angulo = 109.721)
9.1 C=0---H-N de Arg600 (2.93 A) (angulo = 71.373)
Enlaces electrostaticos:
pi-anion: anillo A --- O de Asp616** (3.44 A)

ref Enlace de hidrégeno:
86 N-H---O de Asp616** (2.81 A) (4ngulo = 114.958)
’ Enlaces electrostaticos:

j Pi-anién: anillo A --- O de Asp616** (3.56 A)
Enlace de hidrégeno:
o N-H---O de Asp616** (2.94 A) (angulo = 100.191)
C=0---H-N de Arg600 (3.13 A) (4ngulo = 39.592)

-8.4 e
Enlaces electrostaticos:
pi-anién: anillo A --- O de Asp616** (3.89 A)
k anillo B - O de Asp616** (4.85 A)
Enlace de hidrégeno:
JJ; N-H---O de Asp518** (2.54 A) (4ngulo = 121.753)
86 C=0---H-N de Arg600 (3.07 A) (4ngulo = 33.15)
' C=0---H-N de Arg600(3.16 A) (angulo = 35.216)
I Enlaces electrostéticos:
pi-anion: anillo A --- O de Asp616** (3.54 A)
Enlace de hidrégeno:
f:f‘ Ar-F -—- H-N de Arg600 (3.66 A) (angulo = 60.513)
F Enlace de halégeno:
-8.7 Halégeno: F --- O de Asp518** (3.15y 3.86 A)
Fe F - O de Asp518* (3.20 A)
q F --- O de Asp404 (3.36 A)
F --- O de Asp518** (2.94 A)
Jf‘ Enlace de hidrégeno:
83 N-O---O de Ser676 (2.81 A) (angulo = 92.286)
O,N : N-H---O de Asp616** (2.71 A) (angulo = 119.936)
s carbono-hidrégeno: N-O---C-H de Ser676 (3.45 A)
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Enlace de hidrégeno:

C-O --- H-N de Arg600 (3.15 A) (4ngulo = 53.29)
N-H---O de Asp518** (2.01 A) (4ngulo = 132.682)
N-O --- H-N de Arg600 (2.85 A) (angulo = 14.496)
Carbono-hidrégeno:

C-O - H-O de His674 (3.69 A)

Enlaces electrostaticos:

pi-anion: anillo A --- O de Asp404 (3.90 A) y O de Asp404
(3.46 A)

Enlace de hidrégeno:

C-O --- H-N de Arg600* (3.12 A) (angulo = 15.008)
N-O --- H-N de Arg600* (2.83 A) (angulo = 59.121)
Enlaces electrostéticos:

pi-anion: anillo A --- O de Asp616** (3.32 A)

anillo B --- O de Asp616** (4.18 A)

anillo C --- O de Asp616** (4.38 A)

** aminoacidos cataliticos
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Figura 14. Interacciones de los compuestos 2t (a), 29 (b) y 2i (¢c) con el sitio activo
de a-glucosidasa. Se observa la formacion de enlaces de hidrégeno (color verde),
electrostaticos (color naranja), halégeno (color azul) e hidrofébicos (color rosa) con los
residuos de aminodcidos cataliticos Asp518 y Asp616; asi como residuos de

relevancia biologica Arg600y Asp282.
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9.6 Estudio de acoplamiento molecular de alquilbencimidazolonas sobre a-

amilasa

En el caso de los resultados del acoplamiento molecular contra la enzima a-
amilasa, se obtuvieron valores de EU varian entre -5.7 y -9.7 Kcal-mol?! (cuadro 6).
Siendo los sustituyentes metilo (2k), terbutilo (2p) y trifloro (2q) en el anillo bencilico
presentaron los mejores valores de EU contra esta enzima (-9.2, -9.6 y -9.7 Kcal-mol
! respectivamente). De la misma forma, se evaluaron los tipos de interacciones con los

residuos de aminoacidos en el sitio de unién.

Durante el andlisis de la cantidad y tipo de enlaces formados, con los
aminoacidos cataliticos del sitio activo de esta enzima (Asp197, Glu233 y Asp300), se
observa que en todos los compuestos se presentan enlaces de hidrégeno y/o
electrostéticos con dos aminoacidos cataliticos, asi como con aminoéacidos de
importancia en la actividad biolégica como Trp59, His101, Arg195, His201 y Lys200

(figura 15).

9.7 Estudio de acoplamiento molecular de alquilbencimidazolonas sobre
glucocinasa

Para evaluar la posible capacidad de unién de la familia alquilbencimidazolonas,
se realizé un acoplamiento molecular dirigido en el sitio alostérico de la enzima
glucocinasa (este sitio es reportado como un sitio activador de la enzima); los
resultados obtenidos en la EU, mostraron valores entre -5.7 y -10.9 Kcal-mol* (cuadro
7). Siendo los sustituyentes metilo (2 y 2k) y trifloro (2q) en el anillo bencilico
presentaron los mejores valores de EU contra esta enzima (-9.5, -9.5y -10.9 Kcal-mol

! respectivamente).
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Cuadro 6. Analisis de acoplamiento molecular (valores de energia de unién y perfil de

interacciones en sitio activo) de alquilbencimidazolonas con mejor actividad sobre a-

amilasa.
H
N
o
N
R Alguilbencimidazolonas
a-amilasa
R EU (kcal mol™) Interacciones
Enlace de hidrégeno:
rrfr‘ C=0--- H-N (pirrol) de Trp59 (2.33 A) (angulo = 164.087)
-8.9 N-H---O de Asp300** (2.44 A) (4ngulo = 110.124)
3 Enlaces electrostéticos:
Pi-anién: anillo B --- O de Glu233** (3.93 A)
Enlace de hidrégeno:
N-H---O de Glu233** (2.53 A) (angulo = 122.293)
JJJ-H Carbono-hidrégeno: 3MeBn-CH2--- O de Asp197**
(3.63 A)
-9.2 Enlaces electrostéticos:
pi-catién: anillo B -- N-H de Arg195 (3.90 A)
Kk pi-anién: anillo A --- O de Asp197** (3.77 A)
2ni|lo B --- O de Asp197** (3.71 A) y O de Asp300** (4.00
)
Enlace de hidrégeno:
C=0---H-N de Arg195 (2.32 A) (4ngulo = 144.869)
C=0---H-N de His299 (2.75 A) (angulo = 108.011)
(:(\;;‘ C=0---H-N de His299 (2.62 A) (angulo = 121.28)
Carbono-hidrégeno: 2MeBn-CH2--- O de Asp197** (3.77
-8.6
y 3.36 A)
I Enlaces electrostéticos:
pi-anién: anillo A --- O de Asp300* (3.38 A) y O de
Glu233** (3.38 A)
anillo B --- O de Glu233** (4.03 A)
Enlace de hidrogeno:
C=0--- H-N (pirrol) de Trp59 (2.06 A) (angulo = 172.476)
N-H---O de Asp300** (2.39 A) (4ngulo = 113.745)
Jﬁ:‘ Carbono-hidrégeno: 4terBuBn-CH2--- O de Aspl97**
9.6 (3.62 A)
' Enlaces electrostéticos:
pi-cation: anillo A -— N-H de Arg195 (4.79 A)
P pi-anién: anillo A --- O de Aspl97* (3.71 A), O de
Glu233** (3.82 A)
anillo B --- O de Glu233** (3.95 A)
Enlace de hidrégeno:
N-H---O de Glu233** (2.55 A) (angulo = 116.447)
f:f‘ Pi-donador de hidrogeno: anillo B --- H-N (pirrol) de
E Trp59* (3.14 A)
-8.7 Enlace de halégeno:
Fe Halégeno: F - O de GIn63 (3.20 A)
q F --- O de GIn63 (3.18 A)

Enlaces electrostaticos:
pi-cation: anillo B -- N-H de Arg195 (3.83 A)
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pi-anién: anillo A --- O de Asp197* (3.99 A), O de
Glu233* (3.56 A)
anillo B O de Asp197** (3.83 A)

Enlace de hidrégeno:

N-O---O de Glu233** (2.58 A) (angulo = 116.743)
Me-COO --- H-N de GIn63 (2.28 A) (4ngulo = 147.268)
Carbono-hidrégeno: BnCOO-Me-CH2 --- H-O de
Aspl97** (3.56 A)

Pi-donador de hidrégeno: anillo B --- H-N (pirrol) de
Trp59 (3.20 A)

Enlaces electrostéticos:

pi-catién: anillo B -— N-H de Arg195 (3.89 A)

pi-anién: anillo A - O de Asp197**(3.85 A) y O de
Glu233** (3.61 A)

anillo B--- O de Asp197** (3.73 A) y O de Asp300** (4.13

A)

Enlace de hidrégeno:
N-O---O de Glu233** (2.54 A) (angulo = 117.351)
N-O---O de Asp197** (1.93 A) (angulo = 142.786)

Enlace de hidrégeno:

C-O --- H-N de Arg195 (2.34 A) (4ngulo = 148.549)

Carbono-hidrégeno: N-O --- CH de His101 (3.46 A)

Enlaces electrostéticos:

pi-anion: anillo A --- O de Glu233** (3.26 A) y O de

Asp300** (3.46 A)

2ni|lo B -—- O de Glu233** (3.71 A) y O de Asp300** (4.67
)

Enlace de hidrégeno:

C=0---H-N de Arg195 (2.46 A) (angulo = 136.278)

C=0---H-N de Arg195 (2.62 A) (angulo = 132.874)

N=0---H-N de Arg195 (2.42 A) (4ngulo = 147.555)

N=0---H-N de His299 (2.43 A) (angulo = 125.247)

Carbono-hidrégeno: 4ANO2Bn-CH2 --- O de Asp197**

(3.52 A)

Enlaces electrostéticos:

pi-anion: anillo A --- O de Glu233** (3.25 A) y O de

Asp300** (3.22 A)

gnillo B --- O de Glu233* (3.71 A) y O de Asp300** (3.97
)

znillo C - O de Asp300** (4.19 A) y O de Asp197** (4.98
)

** aminoacidos cataliticos.
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Figura 15. Interacciones de los compuestos 2k (a), 2p (b) y 29 (c) con el sitio
activo de a-amilasa. Se observa la formacion de enlaces de hidrégeno (color verde),
electrostaticos (color naranja), haldgeno (color azul) e hidrofébicos (color rosa/morado)
con residuos de aminoacidos cataliticos Asp197, Glu233 y Asp300 y de relevancia

bioldgica Trp59, His101, Arg195, His201 y Lys200.
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Cuadro 7. Analisis de acoplamiento molecular (valores de energia de unién y perfil de

interacciones en sitio activo) de alquilbencimidazolonas con mejor actividad sobre

glucocinasa.

R Alquilbencimidazolonas

Glucocinasa

EU (kcal
mol™)

Interacciones

(h)

)

>

(k)

©\Af”

V)

Enlace de hidrégeno:

N-H---O-H de Ser64 (2.56 A) (4ngulo = 131.229)
Enlaces sulfuro:

pi-sulfuro: Anillo B - S de Met210 (5.05 A)
Enlaces hidrofébicos:

pi-pi Stacked: anillo A --- Ar de Tyr214 (3.97 A)
anillo B -— Ar de Tyr214 (3.64 A)

Pi-sigma: Anillo C --- CH3 de Val455 (3.48 A)
Enlaces sulfuro:

pi-sulfuro: Anillo C --- S de Met210 (5.39 A)
Enlaces hidrofébicos:

pi-pi Stacked: anillo C --- Ar de Tyr214 (3.71 A)
pi-pi tshaped: anillo A --- Ar de Tyr214 (4.91 A)
alquilo-alquilo: Me --- CH2 de Met210 (4.94 A) y CH2 de Met235
(38.73A)

pi-alquilo: anillo A --- CH de Val455 (4.28 A)

Me --- Ar de Tyr214 (4.23 A)

Enlaces sulfuro:

pi-sulfuro: Anillo C --- S de Met210 (5.39 A)
Enlaces hidrofébicos:

pi-pi Stacked: anillo C --- Ar de Tyr214 (3.71 A)
pi-pi tshaped: anillo A --- Ar de Tyr214 (4.91 A)
alquilo-alquilo: Me --- CH2 de Met210 (4.94 A) y CH2 de Met235
(3.73 A)

pi-alquilo: anillo A --- CH de Val455 (4.28 A)

Me --- Ar de Tyr214 (4.23 A)

Enlace de hidrégeno:

N-H---O-H de Ser64 (2.71 A) (angulo = 118.008)
Enlaces sulfuro:

pi-sulfuro: Anillo C --- S de Met210 (4.98 A)
Enlaces hidrofébicos:

pi-pi Stacked: anillo A -—- Ar de Tyr214 (4.04 A)
anillo B - Ar de Tyr214 (3.66 A)

Pi-sigma: Anillo B --- CH3 de Met235 (3.95 A)
Anillo C --- CH3 de Val455 (3.50 A)
alquilo-alquilo: Me --- CH2 de lle211 (3.43 A), CH de Val452 (4.19 A)
y CH de Val455 (4.84 A)
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Enlaces sulfuro:
pi-sulfuro: Anillo C --- S de Met210 (5.33 A)
Enlaces hidrofébicos:
,HJI‘ pi-pi Stacked: anillo C --- Ar de Tyr214 (3.73 A)
05 Pi-sigma: Anillo A --- CH3 de Val455 (3.99 A)
Cl

Anillo B --- CH3 de Val455 (3.52 A)

(m) Anillo C --- CH3 de Met235 (3.95 A)
alquilo-alquilo: ClI --- CH2 de Met210 (4.87 A), CH2 de Met235 (3.75
A)

pi-alquilo: Cl --- Ar de Tyr214 (4.20 A)

Enlace de hidrégeno:

N-H---O-H de Ser64 (2.82 A) (4ngulo = 110.439)
Enlaces sulfuro:

pi-sulfuro: Anillo B --- S de Met210 (4.88 A)

" Enlaces hidrofébicos:
B -9.5 pi-pi Stacked: anillo A --- Ar de Tyr214 (4.07 A)

anillo B -— Ar de Tyr214 (3.66 A)
(n) Pi-sigma: Anillo B --- CH3 de Met235 (3.76 A)
Anillo C -— CH3 de Val455 (3.56 A)
alquilo-alquilo: Br --- CH de Leu451 (4.28 A)
pi-alquilo: Br --- Ar de Trp99 (4.67 A)
Enlaces sulfuro:
pi-sulfuro: Anillo B --- S de Met210 (5.12 A)
A:rr‘ Enlaces hidrofébicos:
pi-pi Stacked: anillo A --- Ar de Tyr214 (4.12 A)
-9.2 anillo B - Ar de Tyr214 (3.66 A)
Pi-sigma: Tbu-Me -— Pirrol de Trp99 (3.93 A)
() pi-alquilo: anillo C --- CH de Val455 (4.39 A)
Tbu-C --- Pirrol de Trp99 (4.85 A) y Ar de Tyr215 (4.94 A)

Enlace de hidrégeno:
N-H---O-H de Ser64 (2.67 A) (angulo = 119.346)
Enlaces Hal6geno:
Halgeno: F --- O=C de Leu451 (3.14 A)
ﬁ:r‘ Enlaces sulfuro:

F 10.9 pi-sulfuro: Anillo B --- S de Met210 (4.98 A)
F ' Enlaces hidrofobicos:
F pi-pi Stacked: anillo A --- Ar de Tyr214 (4.07 A)
(a) anillo B --- Ar de Tyr214 (3.67 A)
Pi-sigma: Anillo B --- CH3 de Met235 (3.80 A)
Anillo C - CH3 de Val455 (3.45 A)
alquilo-alquilo: F3-C --- CH de Leu451 (4.00 A)
Enlaces sulfuro:
pi-sulfuro: Anillo B - S de Met210 (4.95 A)
Enlaces hidrofébicos:
o 93 pi-pi Stacked: anillo A -—- Ar de Tyr214 (4.09 A)
' anillo B - Ar de Tyr214 (3.68 A)
O Pi-sigma: Anillo C --- CH3 de Val455 (3.62 A)
() COO-Me --- Ar de Trp99 (3.57 A)

Pi-alquilo: COO-Me --- pirrol de Trp99 (4.27 A)
Enlace de hidrégeno:
N-H---O=C de Ser64 (3.08 A) (angulo = 114.862)

Enlaces sulfuro:
ﬁ‘;‘ pi-sulfuro: Anillo B - S de Met210 (4.92 A)
O.N -9.2 Enlaces hidrofébicos:
2

pi-pi Stacked: anillo A -—- Ar de Tyr214 (4.01 A)
(s) anillo B --- Ar de Tyr214 (3.61 A)

Pi-sigma: Anillo B --- CH3 de Met235 (3.93 A)

Anillo C --- CH3 de Val455 (3.48 A)
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Al analizar las interacciones con los residuos de aminoacidos del sitio alostérico
de GK, se observa que en todos los compuestos se presentan enlaces de hidrogeno
y/o hidrofébicos con residuos de importancia en este sitio (Arg63, Pro66, His218,
Ala456 y Tyr215). Cabe mencionar que la posible mejor actividad de algunos derivados
de alquilbencimidazolonas, puede deberse; ademas de la union a estos residuos, a los

enlaces formados con Val452 y Met210 (figura 16).

Una vez realizado el estudio de acoplamiento regular de los derivados de
alquilbencimidazolonas, se observé que los compuestos 2j, 2k, 21, 2p, 2q, 2r, 2s, 2ty
2u, pueden actuar en 3 0 mas de las dianas terapéuticas, presentando buenos valores
de EU e interaccionando con aminoacidos de relevancia biolégica; por lo que pueden
ser considerados agentes potenciales para el control de glucemia. Integrando los
estudios predictivos de actividades bioldgicas, perfil ADME, toxicoldgicos y docking, se
sugiere que los compuestos 2r, 2t y 2u, podrian descartarse para el proceso de
sintesis y evaluacion in vitro, ya que presentan probabilidades bajas de ser

biologicamente activo con actividades relacionadas con el control de glucemia.
9.8 Estandarizacion de la ruta de sintesis de derivados de bencimidazolonas

Para la obtencion de los derivados de bencilbencimidazolonas, se llevo a cabo
una optimizacion de las condiciones de reaccion usando calentamiento por
microondas; obteniendo la estructura del nucleo de bencimidazolonas (1,3-dihidro-2H-
benzoimidazol-2-ona). Basados en estudios previos realizados en nuestro grupo de
trabajo, se utilizé como modelo de reaccion inicial, la interaccion de anhidrido isatéico
con isatéico con azida de tetrametilsilano (TMSA); realizando modificaciones en

parametros como tiempo, temperatura y el uso de disolvente en la reaccion.
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MET235

TYR214

MET210

Figura 16. Interacciones de los compuestos 2j (a), 2k (b) y 29 (c) sobre el sitio
alostérico de glucocinasa. Se observa la formacion de enlaces de hidrogeno (color
verde), hidrofébicos (color rosa/morado) y halégenos (color azul) con algunos
aminoécidos del sitio alostérico de la enzima glucocinasa como Arg63, Pro66, His218,

Ala456 y Tyr215) y de relevancia biolégica como Val452 y Met210.
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Inicialmente, se fij6 el tiempo y temperatura (20 min y 120°C respectivamente),
para evaluar el efecto del uso de distintos disolventes en el rendimiento de producto
obtenido. Dentro de estos solventes, se utilizaron compuestos como agua, tolueno,
glicerina, DMF, tetrahidrofurano (THF), alcoholes (metanol, etanol, isopropanol), entre
otros. Los resultados obtenidos al modificar distintos solventes mostraron que dicha
ruta de sintesis necesita de un disolvente en la reaccion, ya que, en ausencia de este,
no existe formacion del nucleo de bencimidazolona (1,3-dihidro-2H-benzoimidazol-2-
ona). A su vez, se observaron porcentajes de rendimiento entre 48-85%; donde el

disolvente DMF obtuvo los mejores valores (85%) (Cuadro 8).

Una vez determinado el disolvente a utilizar en la reaccion; se realizaron
variaciones en la temperatura modificando este parametro en intervalos de 10°C (100-
140°C); obteniendo rendimientos de producto aislado entre 80 y 90%. Los resultados
obtenidos sugieren que la formacion del compuesto ndcleo de bencimidazolona, se ve
afectado por la temperatura, ya que, a 100°C, los reactivos no interaccionan para la
formacion del compuesto esperado; mientras que el mejor rendimiento se obtuvo a una

temperatura de 130°C (91%) (cuadro 9).

Finalmente, se analiz6 el efecto del tiempo de reaccion en la ruta de sintesis;
para esto, se modificé este parametro en un intervalo de 5-25 minutos, obteniendo
resultados de 51 a 91% de rendimiento. Estos resultados mostraron que el mejor
porcentaje de rendimiento (91%) se obtuvo a los 20 minutos (cuadro 10). Después de
estas pruebas, se determiné que las condiciones Optimas de reaccion para la
formacion de bencimidazolonas son una temperatura de 130°C, un tiempo de 20

minutos y el uso de DMF como disolvente en la reaccion. La estructura quimica del
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Cuadro 8. Efecto del disolvente en la ruta de sintesis para la obtencion del nucleo de

bencimidazolonas.

Rendimiento de

imi Disolvente
Bencimidazolona producto aislado (%)

Sin disolvente -

DMF 85

Agua 75

THF 55

H Isopropanol 53
N

>:O Etanol 73
N

H Metanol 51

Glicerina 67

Propilenglicol 76

Tolueno -
Acetato de etilo 46
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Cuadro 9. Efecto de la temperatura en la ruta de sintesis para la obtencién del nucleo

de bencimidazolonas.

Rendimiento de

imi Temperatura (°C
Bencimidazolona P ) producto aislado (%)
100 -
H 110 80
N
>:O 120 85
N
H 130 91
140 87
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Cuadro 10. Efecto del tiempo en la ruta de sintesis para la obtencion del nucleo de

bencimidazolonas.

Rendimiento de

imi Tiempo (Min
Bencimidazolona po (Min) producto aislado (%)

5 55

H 10 69

N

>:o 15 63

N

H 20 91
25 51
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ndcleo de bencimidazolonas se confirmd por cromatografia de gases acoplada a
espectrometria de masas (CG-EM) en modalidad de ionizacién positiva y por

resonancia magnética nuclear (RMN) de proton.

En la figura 17 se muestra el espectro de RNM de !H para el nucleo de
bencimidazolona, donde se pueden observar la sefial de protones correspondientes a
los nitrdgenos heterociclicos del anillo de imidazol en un singulete en la region de 10.62
ppm (sefialados con verde); de la misma forma, se observa un singulete en la region
de 6.93 ppm correspondiente a los 4 protones del anillo aromatico. Ademas, el
compuesto se analizé mediante un cromatografo de gases acoplado a un

espectrometro de masas, mostrando la sefal del iébn cuasimolecular [M+H]*.

La figura 18 muestra el cromatograma de gases y el espectro de CG-EM en
modalidad de ionizacién quimica positiva donde se observa un solo pico a un tiempo
de retencién de 24.78 minutos con una masa molar de m/z = 139 uma, el cual
corresponde al i6n cuasimolecular del nacleo de bencimidazolona, indicando una ruta
de sintesis pura (sin la formacion de subproductos ni contaminantes), siendo los datos
espectroscépicos una evidencia clara que soporta la formacion de la estructura

planteada.

9.9 Sintesis de derivados de bencilbencimidazolonas con mejor perfil in silico

mediante calor convencional.

Basados en los estudios de estandarizacion de la ruta de sintesis de los
derivados de bencimidazolonas por irradiacion de microondas, se inicio la sintesis de

los compuestos 2j, 2k, 2I, 2p, 29 y 2s, pertenecientes a la familia
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Figura 17.- Espectro de resonancia magnética nuclear de protones (*H-RMN) del
nucleo de bencimidazolona. En el espectro se observa una sefial en la regién de
6.93 ppm que integra para 4 protones correspondientes para los hidrogenos del anillo
aromatico de la molécula. También se observa una sefial en la region de 10.62 ppm

que integra para los protones de los grupos aminas en el anillo de imidazol.
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Figura 18.- Cromatograma de gases en modalidad de ionizacidén quimica positiva
del nacleo de bencimidazolonas. A) Cromatograma de gases donde se observa un
solo pico con un tiempo de retencion de 14.4 minutos, obteniendo el compuesto
deseado con alta pureza. B) Espectro de masas donde se observa la presencia de un
solo pico con masa molecular de 135 uma, que corresponden al ion cuasimolecular

del nlcleo de bencimidazolona.
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bencilbencimidazolonas; sin embargo, debido a la naturaleza de la reaccién de
alquilacion; y al uso de una base fuerte (hidruro de sodio) para facilitar la deprotonacion
del nucleo de bencimidazolona, se presentaron probleméticas en la generacion de

presion en el equipo de microondas utilizado para la sintesis.

Debido a estas limitaciones, se decidi6 iniciar la sintesis de estos compuestos
mediante rutas de sintesis por calor convencional. Inicialmente, se utilizaron como
reactivo limitante el nacleo de bencimidazolona (1,3-dihidro-2H-benzoimidazol-2-ona)
y como solvente en la reaccibn DMF (basados en las pruebas de estandarizacién
realizadas anteriormente). Sin embargo, para observar el comportamiento de la
reaccion, se realizaron variaciones en condiciones de temperatura y tiempo de
reaccion, usando modificaciones de temperatura ambiente hasta 70 °C en bafio de
aceite y tiempos de reaccion de 24 a 72 horas; esto para la formacion del compuesto
2]. Dentro de los resultados obtenidos al analizar las diferentes condiciones de
reaccion para la formacion de este compuesto, mostraron la formacion de un
compuesto alquilado (observacion de bandas diferentes al nucleo de
bencimidazolonas en cromatografia de capa fina) con valores de % de rendimiento de
compuesto aislado de 9 a 17%, a 70°C y tiempo de 24 horas, las que presentaron un

mayor porcentaje (17%) (cuadro 11).

La confirmacion estructural del compuesto 2j sintetizado, se realizdé un estudio
CG-EM en modalidad de ionizacién positiva de las reacciones procesadas (proceso de
separacién y limpieza con solventes) y la reaccion en crudo (sin procesar). La figura

19 muestra el cromatograma de gases y el espectro de CG-EM en modalidad de
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Cuadro 11. Rendimiento aislado del compuesto 2j utilizando variaciones de tiempo y

temperatura.
M_asa Masa tedrica Rendimiento Condiciones
Bnz experimental (mg) (%) de reaccion
0
(mg)

Temperatura
30 355.8 9 ambiente por

Rj@[H 72 h

=0 o

Ry N 422 355.8 12 60 Chpor 24
Q) 60 355.8 17 70 Chpor 24
51.3 355.8 15 70 Chpor 24
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Figura 19.- Cromatograma de gases en modalidad de ionizacion quimica positiva
prueba inicial de sintesis del compuesto 2j. A) Cromatograma de gases donde se
observan 5 sefiales con tiempo de retencion de 13 (1A), 26 (1B), 37(2A), 41 (2B) y 42
(2C) min, donde no se observa el compuesto 2j. B) Espectro de masas donde se
observan con masas molares de m/z = 135 (1A), 229 (1B), 343 (2A), 377.1(2B) y 391.1

(2C) uma, donde 2A corresponden al ion cuasimolecular del compuesto 2j

disustituido.

100



ionizacion positiva de la reaccion donde se observan 5 sefales a tiempos de retencion
de 13 (1A), 26 (1B), 37(2A), 41 (2B) y 42 (2C) minutos con masas molares de m/z =
135 (1A), 229 (1B), 343 (2A), 377.1 (2B) y 391.1 (2C) uma respectivamente; al analizar
estas sefales espectrométricas, ninguna corresponde al ion cuasimolecular del
compuesto 2j (239 uma), sin embargo, la sefial 2A corresponde al ibn cuasimolecular
del compuesto 2j disustituido (adicion de un p-metilbencilo en la posicion R4), lo cual

indica la formacién de un subproducto de reaccion en la ruta de sintesis propuesta.

De la misma forma, se realiz6 un analisis similar en la reaccién sin procesatr,
donde se muestra en la figura 20 el cromatograma de gases y el espectro de CG-EM
en modalidad de ionizacién quimica positiva la presencia de 4 sefiales de mayor
intensidad a tiempos de retencion de 13 (1A), 25 (1B), 38 (2A) y 41 (2B) minutos con
masas molares de m/z = 135 (1A), 239 (1B), 343 (2A) y 377.2 (2B) uma
respectivamente. A diferencia de los resultados mostrados en la reaccion procesada,
en este caso se observa (ademas del compuesto disustituido) la presencia del ion
cuasimolecular del compuesto 2] monosustituido, lo cual indica que el proceso de

limpieza con solventes elimina el compuesto deseado a sintetizar.

Basados en estos resultados, se decidio realizar una purificacién del compuesto
por cromatografia en columna, utilizando el producto obtenido en la reaccion sin
procesar (reaccion en crudo); para este proceso, se determiné una proporcién de
solventes 7:3 de hexano y acetato de etilo para la recoleccion del compuesto separado,

la cual se hizo en intervalos de tiempo cada 30 minutos.

Una vez finalizado este proceso, se realizé un proceso de concentracién por

rotavapor, para la determinacion del % de rendimiento de los compuestos purificados,

101



-
I

A

U B Y

|
I-
e

| J |
'{—t V. __II_ J ‘!-w_,

W

ywivl

|
.
| ___.|‘ .......I'-.____. '-\__ . JI

S

, |Spectrum A

|BP: 135 .0 (236530=100%), 0212021004 sms

sclrum 24
1 343.1 (1.185e+5=100%), oct2021004.sms

Search |Si

100%3 13 1 100% 3431
! 337530 ] 3 1185246 3
75% i — 3
50%- ! 3 sowd 3
I ada 0 3
25% | 1 25% 257714 -
| 136.0 E| 3
i 27538 ] 3
0% ———— —  p —3
Miatch  |Spectrum 1B Match  [Spectrum 2B
[BF; 239.0 (487841=100%), 0ct2021004.sms BE; 377.2 {121550=100%), oct2021004.5ms
9 239.0 3 qpooes 3772 3
100% s v 3 124550 i
TE%— -  TE%= —:;
50% | 4 sowd | }!
] | ] 2780 E]
i 1 40937 i
105.1 . 105.1 ) 4
255 102455 228.9 - 5% 23330 \ 3
] o T5ha8 Iy Ky the 1
i 10p84 1
i E| 1
- | s 1 . . i
09— 3 o
e .. T T T e L R e nes [RRRAZANN BARIAALMAY 10 p..q%.........‘_r. T T .
T o = b 1 200 b0 400 500 &00
R.Match; O, r.pfggf'ch; 0 2bo 300 «ud s00 500 | matcho o, EAE s 0 P

Figura 20.- Cromatograma de gases en modalidad de ionizacion quimica positiva

de reaccion en crudo del compuesto 2j. A) Cromatograma de gases donde se

observan 4 sefales con tiempo de retencién de 13 (1A), 25 (1B), 38 (2A) y 41 (2B)

minutos. B) Espectro de masas donde se observan con masas molares de m/z = 135

(1A), 239 (1B), 343 (2A) y 377.2 (2B) uma, donde 2A y 1B corresponden a los iones

cuasimoleculares de compuesto 2j disustituido y monosustituido respectivamente.
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obteniendo como resultado para el compuesto 2j monosustituido 28 % y 32 % para el
compuesto 2j disustituido; obteniendo 100 y 162 mg de compuesto respectivamente,
sugiriendo que el proceso de sintesis y purificacion por columna cromatogréfica se
llevé a cabo de manera adecuada, por lo que la sintesis de los compuestos de la familia
aril-bencimidazolonas restantes, se realizaron utilizando esta metodologia (cuadro

12).

Utilizando las condiciones establecidas para la sintesis del compuesto 2j, se llevd
a cabo la sintesis de los compuestos 2I, 2p, 2k, 2q y 2s donde posterior a su
purificacibn por cromatografia en columna, se obtuvieron como resultados la
generacion de 45, 65,41, 38 y 50 mg de compuesto con % de rendimiento de producto

aislado de 13, 16, 25, 23 y 27% respectivamente (cuadro 13).

9.10 Confirmacién estructural de derivados de bencilbencimidazolonas por CG-

EMy RMN.

Para llevar a cabo la confirmacion estructural de los compuestos sintetizados
anteriormente, se realizo un estudio de CG-EM en modalidad de ionizacién positiva. Al
analizar los resultados de este proceso, se muestra para el compuesto 2j (compuesto
monosustituido), la presencia de 4 sefiales en el cromatograma de gases a tiempos de
retencion de 17 (1A), 26 (1B), 27 (2A) y 38 (2B) minutos; con masas molares de m/z =
149 (1A), 281 (1B), 239 (2A) y 343.3 (2B) uma respectivamente, siendo la sefial 2A,

correspondiente al ion cuasimolecular del compuesto deseado (figura 21).
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Cuadro 12. Rendimiento aislado del compuesto 2j mono y disustituido posterior a

purificacién por cromatografia por columna.

Masa Masa teodrica
Bnz experimental Rendimiento (%)
(mg) (mg)
R4 H
(6]
R; Nﬁ 100 355.3 38%
(0]
N

N~ N
g @h 162 510.52 32%
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Cuadro 13. Rendimiento aislado del compuesto 2I, 2p, 2k, 2g y 2s posterior a

purificacién por cromatografia por columna.

Bnz Masa experimental (mg) Rendimiento (%)

%:g/\®>< 65 26

) 41 25
%d 38 23

50 27

O,N
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Figura 21. Cromatograma de gases en modalidad de ionizacion positiva del
compuesto 2j. A) Cromatograma de gases donde se observan 4 sefales con tiempo
de retencion de 17 (1A), 26 (1B), 27 (2A) y 38 (2B) minutos. B) Espectro de masas
donde se observan m/z = 149 (1A), 281 (1B), 239 (2A) y 343.3 (2B) uma, donde 2A 'y
2B corresponden al ion cuasimolecular de compuesto 2j monosustituido (sefal de

mayor intensidad).
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En el caso del compuesto 2I, se muestra en la figura 22, sefales
correspondientes al cromatograma a tiempos de retencion de 26 (1A), 31 (1B) y 32
(2A) minutos con masas molares de m/z = 239 (1A), 169 (1B) y 281 (2A) UMA
respectivamente; al analizar estos resultados, se puede determinar que la sefial 1A
corresponde a la masa del ion cuasimolecular para el compuesto deseado. A su vez,
el analisis de CG-EM para el compuesto 2p, mostré sefales a tiempos de retencién de
8 (1A), 17 (1B) y 32 (2A) minutos con masas molares de m/z = 147.2 (1A), 149.2 (1B)
y 281.4 (2A) uma respectivamente (figura 23). Estos resultados indican que la sefal

2A corresponde al ion cuasimolecular del compuesto en cuestion.

Por otro lado, el cromatograma de gases del compuesto 2k las sefiales
correspondientes 1A y 2B en tiempos de retencion de 10.41 y 25.29 min
respectivamente; siendo la sefial 2B la encontrada de manera mayoritaria. Analizando
los espectros de masa se observa que dicha sefial (2B), corresponde al ion
cuasimolecular del compuesto deseado (m/z = 239.3 uma), sugiriendo que el proceso
de sintesis para este compuesto fue llevado a cabo de manera adecuada (figura 24).
A suvez, al analizar el CG-EM del compuesto 2q, se puede observar la sefial 1A (sefial
mayoritaria) en un tiempo de retencion 23.15 min; dicha sefial en el espectro de masas
corresponde al ion cuasimolecular del compuesto deseado (m/z = 293.3 uma) (figura
25). De la misma forma el CG-EM del compuesto 2s muestra una sefial mayoritaria
(2A) en tiempo de retencion de 37.28 min, la cual al analizar el espectro de masas
corresponde al ion cuasimolecular del compuesto deseado, el cual presenta una m/z

= 270.1 uma (figura 26).
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Figura 22.- Cromatograma de gases en modalidad de ionizacién positiva del

compuesto 2I. A) Cromatograma de gases donde se observan 3 sefales con tiempo

de retencién de 26 (1A), 31 (1B) y 32 (2A) minutos. B) Espectro de masas donde se

observan m/z = 239 (1A), 169 (1B) y 281 (2A), donde la sefial 1A corresponde al i6n

cuasimolecular del compuesto 2| (sefial de mayor intensidad).
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Figura 23.- Cromatograma de gases en modalidad de ionizacion positiva del
compuesto 2p. A) Cromatograma de gases donde se observan 3 sefiales con tiempo
de retencion de 8 (1A), 17 (1B) y 32 (2A) minutos. B) Espectro de masas donde se
observan m/z = 147.2 (1A), 149.2 (1B) y 281.4 (2A), donde la sefial 2A corresponde al

ion cuasimolecular del compuesto 2p (sefial de mayor intensidad).
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Figura 24. Cromatograma de gases en modalidad de ionizacion positiva del
compuesto 2k. A) Cromatograma de gases donde se observa la sefial mayoritaria
(2B) en un tiempo de retencion de 25.29 minutos. B) Espectro de masas donde se
observa la m/z de la sefial 2B igual a 239.1 uma, el cual corresponde al ion

cuasimolecular del compuesto deseado.
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Figura 25. Cromatograma de gases en modalidad de ionizacion positiva del
compuesto 2q. A) Cromatograma de gases donde se observa la sefial mayoritaria
(1A) en un tiempo de retencion de 23.16 minutos. B) Espectro de masas donde se
observa la m/z de la sefial 2B igual a 293.2 uma, el cual corresponde al ion

cuasimolecular del compuesto deseado.
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Figura 26. Cromatograma de gases en modalidad de ionizacion positiva del
compuesto 2s. A) Cromatograma de gases donde se observa la sefial mayoritaria
(2B) en un tiempo de retencion de 34.28 minutos. B) Espectro de masas donde se
observa la m/z de la sefial 2B igual a 270.1 uma, el cual corresponde al ion

cuasimolecular del compuesto deseado.
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Para completar los estudios de confirmacién estructural de los sintetizados, se
realiz6 un estudio de resonancia magnética nuclear de protones y carbono 13 (*H-
RMN y 13C-RMN), estos estudios se consideran confirmatorios para dilucidar la
estructura de un compuesto. Dentro de los resultados obtenidos de *H-RMN para el
compuesto 2j, se muestran en la figura 27 y se observa un singulete en la region de
10.09 ppm (sefialados con azul) el cual corresponde al hidrégeno unido al nitrdgeno
de heterociclico del anillo de imidazol; a su vez, se observan 4 multipletes en la regién
de 7.17-6.78 ppm correspondientes a 8 hidrogenos asociados a los anillos aromaticos
(sefialados con rosa) del derivado de bencilbencimidazolona; de la misma forma, se
observa un singulete en la regién de 4.98 ppm, el cual integra para dos hidrogenos
asociados al metileno bencilico (sefialado con verde), por dltimo, en la region de 2.23
ppm se observa un singulete que corresponde a tres hidrégenos asociados al grupo

metilo en la posicién para- del anillo bencilico.

En el caso del andlisis de 13C-RMN (figura 28), muestra 15 sefiales en el rango
de 156.0 a 21.2 ppm correspondientes a los carbonos presentes en la estructura del
compuesto 2j, donde destacan las sefiales correspondientes al carbonilo (156.0 ppm),
metileno bencilico (44.5 ppm) y metilo en posicion para- (21.2 ppm); siendo estas
sefiales importantes en la confirmacién de la sintesis del compuesto 2j mediante

proceso de alquilacion.

En el caso del compuesto 2l, se muestra el espectro de *H-RMN en el cual se
muestra un singulete en la region de 10.19 ppm (sefialados con azul) el cual

corresponde a un hidrogeno unido al nitrégeno heterociclico del anillo de imidazol, de

113



AO-MR®.10.fid
=
[=}
=
|

747
7.6
7.14
7.05
7.03
70
697
6.97
6.95
6.95
6,93
6,93
693
9
691
6,89
688
680
l6.78
521
4%
223

Y

0/

“‘ﬂ J“.;‘ H3C ~

L:_
=
A
L

S | A

3 5 o T T
< o~ 00w (o2 o
~ — 00 OY &) S (=]
o NN — O — o™
- - - T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0
f1 (ppm)

Figura 27.- Espectro de 'H-RMN del compuesto 2j. Se muestran sefiales en 10.09 ppm correspondientes al hidrégeno
unido al nitrogeno heterociclico (flecha azul), cuatro multipletes de 7.17-6.78 ppm que integran a hidrogenos asociados a
los anillos aromaticos (rosa), un singulete en 4.98 ppm correspondiente a dos hidrogenos asociados al metileno bencilico

(verde) y un singulete en 2.23 ppm que integra para tres hidrégenos asociados al sustituyente en la posicion para.
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Figura 28.- Espectro de 3C-RMN del compuesto 2j. Se muestran sefales correspondientes a los 15 carbonos presentes
en la estructura en un rango de 156.0-21.2 ppm; donde destacan el carbono del grupo carbonilo en 156.0 ppm (flecha azul),
carbono del metileno bencilico a 44.5 ppm (rosa), una sefial en 21.2 ppm correspondiente al carbono presente en el

sustituyente en la posicién para del anillo bencilico.
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la misma forma se observan 5 multipletes en la zona de 7.11-6.67 ppm que integran
para 7 hidrégenos correspondientes a los anillos aromaticos de la molécula (sefalados
con rosa); a su vez, se observa un singulete en la regién de 5.02 ppm que
corresponden a 2 hidrégenos asociados al metileno bencilico (sefialado con verde),
ademas de un singulete en la zona de 2.33 ppm que integra para 3 hidréogenos

correspondientes al sustituyente en posicidon orto- en el anillo bencilico (figura 29).

Por otro lado, se muestra en el espectro de 3 C-RMN 15 sefiales en el rango de
156.0 a 19.3 ppm los cuales corresponden a los carbonos presentes en la estructura
del compuesto 2I, destacando las sefales correspondientes al carbono del grupo
carbonilo en la regién de 156.0 ppm (azul), el carbono del metileno bencilico en 43.0
ppm (rosa) y el carbono del sustituyente en el anillo bencilico en posicién orto en la

region de 19.3 ppm (figura 30).

De la misma forma, para el compuesto 2p se realizaron los estudios de 'H-RMN
y ¥C-RMN. En el primer caso se observé un singulete correspondiente al hidrégeno
unido al nitrégeno heterociclico de la molécula en 10.31 ppm (sefialado con flecha
azul); a su vez, se observan 4 multipletes en la zona de 7.26-6.82 ppm que integran
para 8 hidrégenos correspondientes a los presentes en los anillos aromaticos
(sefialados con flecha rosa); por otro lado, se observa un singulete en 4.94 ppm que
integra para 2 hidrogenos asociados a los presentes en el metileno bencilico (flecha
verde); también se observo un singulete en 1.20 ppm que integra para 9 hidrégenos

asociados a los presentes en el sustituyente ter-butilo en el anillo bencilico (figura 31).
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Figura 29.- Espectro de 'H-RMN del compuesto 2l. Se muestran sefiales en 10.19 ppm correspondientes al hidrégeno
unido al nitrégeno heterociclico (flecha azul), 5 multipletes en la zona de 7.11-6.67 ppm que integran a 7 hidrogenos
asociados a los anillos aromaticos (rosa), un singulete en 5.02 ppm correspondiente a 2 hidrégenos asociados al metileno

bencilico (verde) y un singulete en 2.33 ppm que integra para 3 hidrogenos asociados al sustituyente en la posicion orto.
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Figura 31. Espectro de *H-RMN del compuesto 2p. Se muestran sefiales en 10.31 ppm correspondientes al hidrégeno
del nitrégeno heterociclico (flecha azul), 5 multipletes en la zona de 7.26-6.82 ppm que integran a 8 hidrogenos asociados
a los anillos aromaticos (rosa), un singulete en 4.94 ppm correspondiente a 2 hidrégenos asociados al metileno bencilico

(verde) y un singulete en 1.20 ppm que integra para 9 hidrogenos asociados al sustituyente en el anillo bencilico.
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De la misma forma, se muestran en el espectro 13C-RMN las sefiales correspondientes
a los carbonos de la estructura de dicho compuesto, en un rango de 156.1 a 31.44
ppm; dentro de estas sefiales destacan la correspondiente al carbono del grupo
carbonilo en 156.1 ppm (azul), una sefial en 44.3 ppm que corresponde al carbono del
metileno bencilico (rosa) y la sefial en rojo correspondiente al carbono del sustituyente

en el anillo bencilico (31.4 ppm) (figura 32).

En el caso del compuesto 2k, el espectro de *H-RMN muestra un singulete en la
region de 10.36 ppm (sefialados con azul) el cual corresponde a 1 hidrégeno unido al
nitrégeno heterociclico del anillo de imidazol, de la misma forma se observan 8
multipletes en la zona de 7.24-6.86 ppm que integran para 8 hidrogenos
correspondientes a los anillos arométicos de la molécula (sefialados con rosa); a su
vez, se observa un singulete en la region de 5.06 ppm que corresponden a 2
hidrégenos asociados al metileno bencilico (sefialado con morado), ademas de un
singulete en la zona de 2.30 ppm que integra para 3 hidrégenos correspondientes al

sustituyente en posicion meta- en el anillo bencilico (figura 33).

Por otro lado, se muestra en el espectro de 13C-RMN 15 sefiales en el rango de
156.5 a 21.9 ppm los cuales corresponden a los carbonos presentes en la estructura
del compuesto 2k, destacando las sefales correspondientes al carbono del grupo
carbonilo en la regién de 156.5 ppm (azul), el carbono del metileno bencilico en 44.9
ppm (rosa) y el carbono del sustituyente en el anillo bencilico en posicion orto en la

region de 21.9 ppm (figura 34).

De la misma forma, para el compuesto 2qg se realizaron los estudios de *H-RMN

y 13C-RMN. En el primer caso se observo un singulete correspondiente al hidrégeno
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Figura 32. Espectro de 13C-RMN del compuesto 2p. Se muestran sefiales correspondientes a los 15 carbonos presentes
en la estructura en un rango de 156.1-31.4 ppm; donde destacan el carbono del grupo carbonilo en 156.1 ppm (flecha azul),
carbono del metileno bencilico a 44.3 ppm (rosa), una sefial en 31.4 ppm correspondiente al carbono presente en el

sustituyente del anillo bencilico.
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Figura 34. Espectro de *C-RMN del compuesto 2k. Se muestran sefiales correspondientes a los 15 carbonos presentes
en la estructura en un rango de 156.5 a 21.9 ppm; donde destacan el carbono del grupo carbonilo en 156.5 ppm (flecha
azul), carbono del metileno bencilico a 44.9 ppm (rosa), una sefial en 21.9 ppm correspondiente al carbono presente en el

sustituyente en la posicidbn meta- del anillo bencilico.
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unido al nitrégeno heterociclico de la molécula en 8.35 ppm (sefialado con flecha azul);
a su vez, se observan 5 multipletes en la zona de 5.61 - 4.85 ppm que integran para 8
hidrégenos correspondientes a los presentes en los anillos aromaticos (sefalados con
flecha rosa); por otro lado, se observa un singulete en 3.18 ppm que integra para 2
hidrégenos asociados a los presentes en el metileno bencilico (flecha verde) (figura
35). A su vez, el espectro de 3C-RMN muestra 14 sefiales en el rango de 156.0 a 44.2
ppm los cuales corresponden a los carbonos presentes en la estructura del compuesto
2q, destacando las sefales correspondientes al carbono del grupo carbonilo en la
region de 156.0 ppm (azul), y el carbono del metileno bencilico en 44.2 ppm (rosa)

(figura 36).

Por Ultimo, el espectro de 'H-RMN del compuesto 2s, mostr6 sefiales
caracteristicas de la estructura de la molécula, en el rango de 10.03 — 0.84 ppm;
observandose un singulete correspondiente al hidrogeno unido al nitrégeno
heterociclico de la molécula en 10.03 ppm (sefialado con flecha azul); a su vez, se
observan 6 multipletes en la zona de 8.19 — 6.81 ppm que integran para 8 hidrogenos
correspondientes a los presentes en los anillos aromaticos (sefialados con flecha
rosa); por otro lado, se observa un singulete en 5.19 ppm que integra para 2 hidrégenos

asociados a los presentes en el metileno bencilico (flecha morada) (figura 37).

De la misma forma el espectro de *C-RMN muestra 13 sefiales en el rango de
156.0 a 30.2 ppm los cuales corresponden a los carbonos presentes en la estructura
del compuesto 2s, destacando las sefales correspondientes al carbono del grupo
carbonilo en la regién de 156.0 ppm (azul), y el carbono del metileno bencilico en 44.3

ppm (rosa) (figura 38).
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Figura 35. Espectro de 'H-RMN del compuesto 2q. Se muestran sefiales en 8.32 ppm correspondientes al hidrégeno
unido al nitrégeno heterociclico (flecha azul), 8 multipletes en la zona de 5.61-4.85 ppm que integran a 8 hidrogenos

asociados a los anillos aromaticos (rosa), un singulete en 3.18 ppm correspondiente a 2 hidrégenos asociados al metileno

bencilico (morado).
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Figura 36. Espectro de 13C-RMN del compuesto 2g. Se muestran sefiales correspondientes a los 15 carbonos presentes
en la estructura en un rango de 156.0 a 44.2 ppm; donde destacan el carbono del grupo carbonilo en 156.0 ppm (flecha

azul) y carbono del metileno bencilico a 44.2 ppm (rosa).
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Figura 37. Espectro de 'H-RMN del compuesto 2s. Se muestran sefiales en 10.03 ppm correspondientes al hidrégeno
del nitrégeno heterociclico (flecha azul), 8 multipletes en la zona de 8.19-6.81 ppm que integran a 8 hidrogenos asociados
a los anillos aromaticos (rosa), un singulete en 5.19 ppm correspondiente a 2 hidrégenos asociados al metileno bencilico

(morado).
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Figura 38. Espectro de **C-RMN del compuesto 2s. Se muestran sefiales correspondientes a los 13 carbonos presentes
en la estructura en un rango de 156.0 a 30.15 ppm; donde destacan el carbono del grupo carbonilo en 156.0 ppm (flecha

azul) y carbono del metileno bencilico a 44.3 ppm (rosa)
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9.11.- Evaluacion de la actividad antihiperglucemiante in vitro de derivados de

bencilbencimidazolonas.

9.11.1.- Evaluacién de la actividad inhibidora in vitro de derivados de

bencilbencimidazolona contra a-glucosidasa

Se llevd a cabo un estudio de inhibicibn in vitro de los derivados de
bencilbencimidazolona 2j, 2k, 2I, 2p, 2q y 2s sintetizados previamente; evaluando un

intervalo de concentraciones de 0.1 a 100 ug-mL™.

Al analizar los resultados de la inhibicibn de esta enzima por parte de los
compuestos evaluados, se puede observar que los derivados de
bencilbencimidazolonas presentaron porcentaje de inhibicion en un rango de 6 a 36%
presentando un comportamiento dosis dependiente (cuadro 14). Estas evaluaciones
mostraron que los compuesto 2p y 2s presentaron los menores porcentajes de
inhibicion contra a-glucosidasa (rango de 7-13 y 9-17% respectivamente). Por otro
lado, los compuestos 2j, 2k y 2| presentaron los mejores valores de inhibicidon contra
esta enzima (12-36%). Al comparar estos resultados con el farmaco de referencia
(porcentaje de inhibicién de 6-57%) a las concentraciones de 0.1-10 yg-mL?, los
derivados de bencilbencimidazolonas evaluados presentan valores similares e incluso
mejores que acarbosa, sin embargo, en las concentraciones mas altas (50 y 100
ug-mL1), los compuestos evaluados no presentaron una mejor actividad inhibidora que
dicho compuesto. Al realizar el analisis estadistico correspondiente, se observa que a
la concentraciéon de 1 pg-mL? los compuestos 2j y 2, presentan un aumento en la
actividad inhibidora estadisticamente significativo de 3.3 y 4.5 veces mas que la

actividad mostrada por el farmaco de referencia. Por otro lado, a la concentracion de
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Cuadro 14. Actividad inhibidora de derivados 2j, 2k, 2I, 2p, 2qg, 2s y acarbosa contra

a-glucosidasa.

Porcentaje de inhibicion de derivados de bencilbencimidazolonas

Bnz

2j

2k

2l

2p

2q

2s

Acarbosa

%

inhibicion

0.1 yg-mL+1

14 +1.23

12 +2.21

%
inhibiciéon
1 ug-mL+1

20 £ 0.89*

27 £1.98*

7+091

6+1.30

%
inhibicion

10 pg-mL-
1

21+ 0.94*

14 + 0.27*

35+0.49

13 + 1.34*

30 £5.20

%
inhibiciéon
50 yg-mL?
29 + 0.45*

23 £2.22*

36 +0.30

11 £ 0.74*

9+ 0.69*

43 +6.7

%
inhibiciéon

100 pg-mL*

33 £ 1.55*

35 + 2.95*

17 + 1.35*

57 +0.70

* p < 0.05 al compararse con acarbosa (control).
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10 pg-mL1, el compuesto 2I, presenté valores de inhibicion de 35 + 0.49%, sin
embargo, estos no fueron estadisticamente significativos. De la misma forma para el
resto de las concentraciones (10 pg-mL* a 100 pg-mL?), el farmaco de referencia
mostré6 mejores valores de inhibicion que los derivados de bencilbencimidazolona,
siendo estos estadisticamente significativos, donde fueron 1.42 (2j), 2.14 (2k), 2.3 (2p)
veces mas alto (10 ug-mL™); en el caso de la concentracion de 50 pg-mL?, estos
resultados fueron 1.48 (2)), 2.86 (2k), 1.19 (2l), 3.90 (2q) y 4.77 (2s) veces mas altos.
A su vez, ala concentracion de 100 ug-mL-t, acarbosa present6 valores 1.72 (2k), 1.62
(2q) y 3.35 (2s) veces mas altos que los derivados de bencilbencimidazolonas. Estos
resultados sugieren que los derivados de bencilbencimidazolonas presentan una

actividad inhibidora moderada contra esta enzima.

9.11.2.- Evaluacién de la actividad inhibidora in vitro de derivados de

bencilbencimidazolona contra a-amilasa

En el caso de la enzima a-amilasa, se evaluaron de manera in vitro los
compuestos 2j, 21, 2p, 29 y 2s evaluando un intervalo de concentraciones de 0.1 a 100
hug-mLt. Al analizar los resultados de esta evaluacion, se puede observar que el
compuesto 2I, no presento porcentajes de inhibicion a ninguna de las concentraciones
evaluadas. Por otro lado, los compuestos 2j, 2p, 29 y 2s presentaron porcentajes de
inhibicién de 2 hasta 19%, donde solo el compuesto 2s no presentd un comportamiento
dosis dependiente, esto al presentar mantener su maxima inhibicibn desde la
concentracibn mas baja evaluada (cuadro 15). Sin embargo, al comparar estos

resultados con el farmaco de referencia (porcentaje de inhibicion de 2-63%) a las
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Cuadro 15. Actividad inhibidora de derivados de 2j,2l, 2p, 2q, 2s y acarbosa contra

a-amilasa.

% % % %
Bencimidazolona inhibicion  inhibicion  inhibicion  inhibicion
0.1 pug-mLt 1pupugmLt 10 pug-mLt 100 pg-mL?

2 - 3+1.4 4+0.97* 8+ 1.8

2l - - - -

20 . 5+ 0.6 9 + 1.4* .

2q 3+0.2 5+ 1.63 8+ 1.5* -

s 14+28°  14+37*  11+48°  15%55°
Acarbosa 2+17 5+0.7 35+ 1.4 63 £ 2.6

*p< 0.05 al compararse con acarbosa (control).

132



concentraciones antes mencionadas, se observa que los compuestos 2p, 2q y 2s
mostraron valores similares o mejores que el acarbosa a las concentraciones de 0.1y
1 uyg-mL?, donde solo el compuesto 2s, presenté diferencias estadisticamente
significativas, las cuales fueron 7.0 (0.1 yg-mL?) y 2.8 (1 ug-mL™1) veces mas que el
farmaco de referencia. Para el resto de las concentraciones, acarbosa presento
mejores valores de inhibicion que los derivados de bencilbencimidazolonas, los cuales
fueron estadisticamente significativos, siendo 8.75 (2)), 3.88 (2p), 4.37 (2q) y 3.18 (2s)
veces mayor a 10 pug-mL?; a su vez a la concentraciéon de 100 ug-mL? acarbosa

presentd valores 7.87 (2)) y 4.2 (2s) veces mayores.

Estos resultados indican que los derivados de bencilbencimidazolonas presentan
una actividad inhibidora baja contra esta enzima; y al comparar los resultados
mostrados en este estudio in vitro con el potencial mostrado en los estudios in silico,

no existe coincidencia entre ambos resultados.

9.12.- Evaluacion de la actividad hipoglucemiante in vitro de derivados de

bencilbencimidazolonas.

9.12.1.- Evaluacion de la actividad activadora in vitro de derivados de

bencilbencimidazolona contra glucocinasa.

En el caso de la potencial capacidad activadora de los derivados de
bencilbencimidazolonas, se realiz6 un estudio in vitro utilizando el kit comercial
“‘Hexokinase colorimetric assay kit”, generando la determinacion de la cantidad de

nano moles por minuto por mililitro (nmol-mint-mLt) de NADH generados por la
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enzima glucocinasa, de los derivados de bencilbencimidazolonas (concentraciones de

0.1-200 pg-mL™1), control positivo y el estandar de NADH (reaccién enzimética normal).

Se realiz6 la evaluacion de los compuestos 2j, 2k, 2 y 2g en concentraciones de
0.1-200 pug-mL*, donde solo existio actividad a 100 y 200 ug-mL*; encontrando valores
de nmol-min't-mL* de 23 a 86 nmol de NADH (cuadro 16); por otro lado, el control
positivo provisto por el kit comercial generé 66 y 75 nmol de NADH, mientras que la
reaccién enzimatica normal, generé 23 nmol de dicho compuesto. Al comparar los
nmol generados de los derivados de bencilbencimidazolonas evaluados con la
reaccién enzimatica normal, se observo que los compuestos 2j, 2k, 2l y 2g aumentaron
la actividad enzimatica 1.31y 2.83 (2j), 1.30 (2k), 2.30 (2I), 1.96 y 3.74 (2q) veces mas
la actividad normal a las concentraciones de 100 y 200 ug-mL* respectivamente;
siendo estos resultados estadisticamente significativos. Analizando estos resultados,
se observa que los compuestos 2j y 2q los derivados de bencilbencimidazolonas con
mejor potencial activador contra esta enzima. Al comparar los resultados obtenidos del
compuesto 2qg con el control positivo, se observé este derivado presenta una mejor

activacion enzimética que este control (3.26 veces mas).
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Cuadro 16. Efecto activador de derivados 2j, 2k, 2l y 2q contra la enzima glucocinasa.

Activacion de glucocinasa de derivados de bencilbencimidazolonas

-1 -1 -1 -1
nmol-min mL nmol-min -mL

Aumento de actividad

Bnz de NADH a 100 de NADH a 200
-1 -1 -1 -1
Mg-mL Mg-mL 100 pg-mL 200 pg-mL
2j 30 + 1.15* 65+ 1.00*  1.31+0.01* 2.83 + 0.01*
2k 23 + 3.75* 30 + 4.35* - 1.30 + 0.04*
21 - 49 + 2.15* - 2.13 £ 0.02*
2q 45 + 2.25* 86 +3.72*  1.96+0.02* 3.74 + 0.04*
Control + 66 + 3.30 75+ 3.25 2.86 + 0.03 3.26 +0.03
Estandar NADH 23 +0.87

* p< 0.05 al compararse con estandar de NADH.
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X. DISCUSION
10.1 Estudios prediccion del espectro de actividades para sustancias (PASS) de

derivados de bencilbencimidazolonas

Una herramienta in silico que ha mostrado relevancia en el disefio y generacion
de nuevos farmacos, es la determinacion del espectro de actividades biologicas
(PASS). Esta metodologia bioinformatica, se basa en una comparacion estructura-
actividad de los compuestos a evaluar con una base de datos de estudios reportados
por diversos grupos de investigacion, generando probabilidades de ser biolégicamente
activo (Pa) y/o inactivo (Pi) (Moreno-Diaz et al., 2008). Dentro de la interpretacion de
resultados, valores de Pa > 70% es indicativo que la molécula evaluada pueda ser
comprobada experimentalmente e incluso podria ser un analogo con actividad
farmacoldgica conocida; de la misma forma valores entre 50 y 70 % de este parametro
indica que el compuesto presentaria una buena actividad experimentalmente, pero con
menor actividad; a su vez, valores de Pa menores de 50 %, indica que las estructuras
guimicas evaluadas presentan poca probabilidad de generar una actividad biolégica

((Moreno-Diaz et al., 2008; Torres-Piedra et al., 2010).

Actualmente, existen pocos reportes de estudios que usen estos programas
bioinforméticos para el disefio de compuestos con actividad biologica, sin embargo,
algunos autores como Parasuraman y colaboradores en 2015, realizaron un estudio
de andlisis PASS componentes fitoquimicos de extractos hidroalcohodlicos de hojas de
O. tenuiflorum, encontrando como resultado que compuestos como el acido ursélico y
acido rosmarinico presentan probabilidades mayores de 70% de generar efectos

relacionados con el control de glucemia (promotor de insulina, hipoglucémico y
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actividad antidiabética); haciendo a los extractos de esta planta, potenciales

tratamientos para el control de glucemia (Parasuraman et al., 2015).

Por otro lado, Moreno-Diaz y colaboradores en 2008, evaluaron el perfil de
espectro de actividades de derivados de bencensulfamidas; este estudio mostré que
esta familia de compuestos presentaba altas probabilidades de generar actividades
relacionadas con el control de glucemia como actividad antidiabética y contra la
obesidad (valores de Pa entre 60 y 80 %), asociando estos resultados a la similitud

estructural con farmacos utilizados para estos propésitos (Moreno-Diaz et al., 2008).

De la misma forma, Torres-Piedra y colaboradores en 2010, realizaron un analisis
PASS de derivados de flavonoides, encontrando que compuestos como quercetina y
crisina presentaban probabilidad de generar una actividad antidiabética de hasta 30%,
gque a pesar de considerarse valores bajos (0 que no se puedan corroborar
experimentalmente); este grupo de investigacién indica que si se puede corroborar
estas actividades en ensayos in vitro o in vivo, se puede generar reportes de nuevas
moléculas que tengan actividad de este tipo; ya que la comparacién estructura-
actividad con la base de datos de este programa bioinformatico, se genera por estudios
experimentales reportados por distintos grupos de investigacion (Torres-Piedra et al.,

2010).

Al comparar los resultados de este proyecto con lo reportado por estos grupos
de investigacion, se observa que los derivados de bencilbencimidazolonas tienen una
probabilidad moderada de presentar efectos antidiabéticos (30-50%); ademas de
asociarse a otras actividades como la inhibicion de enzimas especificas como glucosa

6 fosfatasa o ser promotor de insulina., lo cual puede sugerir que estos compuestos
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pueden presentar efectos en el control de glucosa mediante diferentes mecanismos

de accioén; lo cual, debera ser corroborado con estudios in vitro e in vivo.

10.2  Estudios prediccibn de perfil ADME de derivados de

bencilbencimidazolonas

Debido a que la busqueda y generacion de nuevos compuestos con actividad
terapéutica, es un proceso largo y complicado, es necesario el uso de metodologias
gue ayuden a delimitar y asegurar el posible efecto biol6gico deseado, asi como la
biodisponibilidad que pueda presentar en un organismo vivo (Bhutani et al., 2018).
Ante esto algunos autores como Bhutani y colaboradores en 2018, han empleado
algunos programas bioinforméticos para predecir el comportamiento ADME, segun
parametros fisicoquimicos y siguiendo los lineamientos de Lipinski; en este estudio se
evaluaron derivados de benzotiazoles en el programa Molinspiration; encontrando
como resultado que de los 22 compuestos evaluados, solo uno gener6 una falla en los
criterios de Lipinski al presentar mas de 10 a&tomos aceptores de hidrogeno y valores
de TPSA mayores de 140 A, lo cual puede indicar una mala absorcion gastrointestinal

y paso en la barrera hematoencefalica (Bhutani et al., 2018).

De la misma forma, Osman y colaboradores en 2021, realizaron un estudio in
silico de las propiedades ADME de los componentes fitoquimicos de extractos de
Bauhinia rufescens Lam, los resultados mostrados por el programa bioinformatico
SwissADME que la mayoria de los compuestos evaluados presentan una buena
biodisponibilidad oral al cumplir los pardmetros considerados como normales para los
criterios de Lipinski; sin embargo, algunos componentes como la luteolin-3",7-di-o-

glucosida, ergocristina, reserpina, entre otros, presentan una masa molecular encima
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de 500 g'mol?, lo cual representa problemas en la biodisponibilidad oral (Osman et al.,

2021).

A su vez, Kadhse y colaboradores en 2019, realizaron un estudio predictivo de
las propiedades farmacocinéticas de derivados de quinazolinonas para determinar su
biodisponibilidad oral; este grupo de investigacion encontré como resultado que esta
familia de compuestos, presentaban valores de masa molecular, numero de enlaces
rotables, atomos aceptores y donadores de hidrégeno, valores de lipofilicidad y de
superficie polar (TPSA) dentro de lo considerado como normal para cumplir los

lineamientos de Lipinski (Khadse et al., 2019).

Los resultados obtenidos en el estudio predictivo de propiedades ADME para los
derivados de bencimidazolonas son similares a lo reportado por Bhutani y
colaboradores en 2018, Osman y colaboradores en 2021, y Kadhse y colaboradores
2019; esto al presentar valores fisicoquimicos y farmacocinéticos indicativos de una
buena biodisponibilidad oral, cumpliendo los lineamientos de Lipinski. Aunado a esto,
parametros como TPSA, lipofiicidad y masa molecular, pueden sugerir el
comportamiento de los compuestos en su absorcién gastrointestinal, paso de la

barrera hematoencefélica y paso de membranas respectivamente.

10.3 Estudios prediccién de propiedades toxicolégicas de derivados de

bencilbencimidazolonas

Otra herramienta de relevancia en el disefio y desarrollo de nuevos compuestos
con potencial terapéutico es el uso de programas bioinformaticos como admetSAR
para la determinacion de los efectos téxicos tedricos que las moléculas evaluadas
puedan presentar. Esta determinacion se realiza mediante un analisis estructural con
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una base de datos con estudios toxicologicos reportados por diversos grupos de
investigacioén; realizando comparaciones de pruebas de carcinogénesis, mutagénesis,

hepatotoxicidad, etc. (Khadse et al., 2019).

En la literatura existen pocos reportes de estudios acerca del uso de este tipo de
metodologias sobre compuestos naturales o sintéticos; sin embargo, Osman y
colaboradores en 2021, realizaron una prediccion de propiedades toxicologicas de los
componentes fitoquimicos de extractos de Bauhinia rufescens Lam, realizando
evaluaciones sobre efectos mutagénicos, tumorigénicos, irritantes y en la
reproduccién; los resultados obtenidos en este estudio mostraron que de los 35
compuestos evaluados solo el &cido aspatrtico, icarina, metionina, retrocina y haplocido

tienen un moderado/alto riesgo de tener estos efectos (Osman et al., 2021).

Por otro lado, Parasuraman y colaboradores en 2015, realizaron un estudio
similar donde evaluaron las propiedades toxicolégicas de los componentes
fitoquimicos de extractos hidroalcohdlicos de hojas de O. tenuiflorum mediante el
programa bioinformatico Lazar; los resultados obtenidos mostraron la mayoria de los
compuestos evaluados no presentaron probabilidad de tener efectos mutagénicos o

carcinogénicos (Parasuraman et al., 2015).

De la misma forma, Khadse y colaboradores en 2019, realizaron un estudio de
prediccién de efectos toxicos de derivados de quinazolinonas, mediante el programa
preADMET. En este estudio se evalu6 la probabilidad de estos compuestos para
generar efectos carcinogénicos, encontrando como resultado que solo 2 de los 8
derivados evaluados, presentaban probabilidad de ocasionar este efecto (Khadse et

al., 2019).
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Al comparar los resultados obtenidos en este proyecto de investigacion por lo
reportado en los estudios antes mencionados se observa una similitud entre estos
estudios, ya que los derivados evaluados, tampoco presentan probabilidad de
ocasionar efectos carcinogénicos o mutagénicos (60-73%), sugiriendo una posible
bioseguridad considerando estos efectos; sin embargo, los compuestos evaluados en
esta investigacion presentaron alta probabilidad de generar efectos hepatotéxicos, por
lo cual es importante realizar los estudios correspondientes para corroborar los

estudios in silico.

Analizando los resultados de los estudios predictivos de actividades biolbgicas,
perfil ADME y toxicolOgicas, se observa que de los 9 compuestos (2], 2k, 2I, 2p, 2q,
2r, 2s, 2t y 2u), 3 compuestos (2r, 2t y 2u) presentan probabilidades bajas de ser
biol6gicamente activos (20-30%) contra actividades relacionadas en control de
glucemia; ademas, estos son pocas actividades donde destacan como actividad
antidiabética sintomética y promotor de insulina, por lo que estos compuestos pueden
ser considerados para descartarse en el proceso de sintesis; sin embargo, es
necesario realizar un estudio de acoplamiento molecular para observar la posible
interaccién con las enzimas relacionadas en el control de glucosa, asi como su perfil

de interacciones con aminoacidos de interés.

10.4 Estudios de acoplamiento molecular de derivados bencilbencimidazolonas

sobre a-glucosidasa

Al analizar los resultados de los tipos de enlaces generados en el estudio de
interaccion de los diferentes compuestos evaluados con esta diana terapéutica; se

observa que los 22 compuestos disefiados presentaron enlaces del tipo hidrégeno,
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electrostaticos e hidrofébicos con aminoacidos cataliticos del sitio activo de esta
enzima como Asp518 y Asp616, asociando estas interacciones con la alta EU

mostrada por parte de las bencimidazolonas evaluadas.

En la actualidad, existen pocos reportes en la literatura de estudios de
acoplamiento molecular de compuestos de la familia de bencimidazolonas contra a-
glucosidasa; sin embargo, se han realizado algunos estudios de esta indole de
compuestos heterociclicos con similitud estructural a los compuestos evaluados en
este proyecto; por ejemplo, lo reportado por Mentese y colaboradores en 2020, donde
evaluaron derivados de bencimidazoles contra esta enzima, encontrando como
resultados que 8 compuestos presentaron valores de EU de -8.0 a -10.8 Kcal-mol?,
presentando interacciones de tipo de hidrogeno e hidrofobicas con residuos de
aminoacidos de relevancia para la enzima como Glu277, Asp312 y Arg355 (Mentese
et al., 2020). Al comparar los resultados obtenidos en nuestro proyecto con los de este
grupo de investigacion se observa que estos son similares, al presentar valores de
espontaneidad de enlace e interacciones con aminoacidos similares; lo cual puede
deberse a la similitud estructural (ndcleo de anillo aromatico unido con anillo de

imidazol) por parte de ambas familias de compuestos.

A su vez, Hussain y colaboradores en 2019, realizaron un estudio de docking
molecular de derivados de pirrolidinas y tiazolidinas contra este blanco terapéutico,
obteniendo como resultados valores de EU de -6 a -9 Kcal-mol?; de la misma forma,
se analizaron las interacciones con los residuos de aminoacidos de estas familias de

compuestos, mostrando que la interaccion con aminoacidos cataliticos como Asp214
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y Glu276 (considerados por este grupo de investigacibn como aminoacidos cataliticos),

es de importancia para la inhibicion de esta enzima (Hussain et al., 2019).

Por otro lado, Adib y colaboradores en 2018, realizaron un estudio de derivados
de pirimidin-dionas contra esta enzima, encontrando que algunos de estos compuestos
heterociclicos presentan una mejor formacion de enlace contra a-glucosidasa que el
farmaco de referencia acarbosa, al presentar valores de EU de hasta -8.9 Kcal-mol,
asi como la uniébn con aminoacidos de importancia biolégica para la actividad

enzimatica como Glu304, Arg312, Thr307 (Adib et al., 2018).

Al comparar los resultados obtenidos en el analisis de docking molecular de los
derivados de bencilbencimidazolonas, se observa que la mayoria de los valores de EU
obtenidos para estas familias, asi como a la formacion de enlace con amino&cidos
como Asp y Glu son similares a lo reportado por Hussain y colaboradores y Adib y
colaboradores, sugiriendo que estos compuestos pueden presentar un potencial
inhibidor contra esta enzima, sin embargo, es necesario complementar estos estudios
in silico con pruebas de inhibicion in vitro para corroborar el potencial de estos

compuestos.

10.5 Estudios de acoplamiento molecular de derivados bencilbencimidazolonas

sobre a-amilasa

El estudio de acoplamiento molecular realizado a los derivados de
bencimidazolonas disefiados para este blanco terapéutico, mostré que los compuestos
2v, 2w, 2x presentaron la mejor espontaneidad de formacion de enlace con el sitio
activo de a-amilasa; presentando formacién de enlace con al menos 2 de los 3
aminoéacidos considerados como cataliticos (Asp197, Glu233 y Asp300), siendo estos
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enlaces del tipo hidrégeno, electrostaticos e hidrofobicos; presentando distancias en
los enlaces < 2 A, siendo esto una posible explicacion a la buena energia de unién
mostrada por nuestros compuestos, ya que la facilidad de formacion de enlace
aumenta segun la cercania entre los residuos de aminoacidos y los sitios activos de

los compuestos.

Actualmente, existen pocos reportes en la literatura sobre este tipo de ensayos
in silico de derivados de bencimidazolonas sobre la enzima a-amilasa; sin embargo,
grupos de investigacion como Oloruntoba-Yeye y colaboradores en 2020, realizaron
un analisis de acoplamiento molecular “ciego” (sobre toda la estructura enzimatica) de
derivados de triazoles, encontrando como resultado que estos compuestos presentan
interaccion con el sitio activo y alostéricos de la enzima, mostrando valores EU de
hasta -6.5 Kcal-mol, sugiriendo una posible accion inhibidora del tipo competitiva e

indirecta (Yeye et al., 2020).

Por otro lado, en nuestro grupo de trabajo Aispuro-Pérez y colaboradores en
2019, han realizado este tipo de estudios por parte de derivados de iminas,
encontrando como resultados que por lo menos 3 de los compuestos evaluados
muestran valores de EU de -6 a -7.37 Kcal-mol?; reportando interacciones del tipo
hidrégeno, electrostaticas e hidrofébicas con aminoacidos como Asp. Glu, Arg, entre
otros; siendo estos residuos de aminoacidos relevantes para la accion enzimatica

(Aispuro-Pérez et al., 2020).

Al comparar los resultados obtenidos en este proyecto de investigacion, se
observa los valores de espontaneidad de enlace de las familias sulfonil y aril

bencimidazolonas son mejores que las reportadas por Oloruntoba-yeye vy
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colaboradores y Aispuro-Pérez y colaboradores, lo cual puede deberse a la gran
cantidad de enlaces formados con los aminoacidos cataliticos de la enzima; sugiriendo
gue este tipo de compuestos pueda presentar un mejor potencial inhibidor contra este
blanco terapéutico que los derivados de triazoles e iminas; sin embargo es necesario

realizar los estudios in vitro para corroborar este potencial.

10.6 Estudios de acoplamiento molecular de derivados bencilbencimidazolonas

sobre glucocinasa

En el caso del ensayo de acoplamiento molecular de los compuestos evaluados
contra la enzima glucocinasa, se realiz6 en el sitio alostérico reportado en la literatura,
obteniendo como resultados valores de EU de -9.1 a -11.1 Kcal-mol?, asociando estos
valores a la formacion de enlace de hidrogeno e hidrofébicos con aminoacidos como
Arg63, Pro66, His218, Ala456 y Tyr215; ademas de aminoacidos como Val452 vy
Met210. Aunado a esto, al analizar las distancias de los enlaces formados, se observa
que los derivados de bencilbencimidazolonas presentan distancias de 1.95 a 3.5 A;

siendo esto una posible explicacién a la buena energia de union.

Dentro de la literatura, existen estudios de algunos compuestos de caracter
heterociclico que se han evaluado de manera in silico contra este blanco terapéutico;
por ejemplo Kadhase y colaboradores en 2019 realizaron estudios de acoplamiento
molecular de derivados de quinazolinonas en el sitio alostérico de glucocinasa;
presentado resultados de energia de unién de -3.64 a -6.64 Kcal-mol?, dandole
importancia para la union a este sitio la presencia de atomos electro-aceptores como
nitréogeno (N), azufre (S) y grupos amina (NH); ademéas de la interaccion contra

aminoacidos como Arg63 y Tyr215 (Khadse et al., 2019).
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De la misma forma, este mismo grupo de investigacion, pero un afio mas tarde,
realizaron estudios similares de compuestos hibridos de sulfonamida-benzamidas
hetero-sustituidos, obteniendo como resultados una espontaneidad de enlace de -5.6
a -9.5 Kcal-mol?, donde por lo menos 5 compuestos presentaron mejores valores que
el farmaco de referencia dorziaglatina. A su vez, se observo la interaccion del tipo
hidrogeno e hidrofébicos con aminoacidos como Arg63, Cys220, Val452 y Tyr215,
considerandose a estos residuos del sitio alostérico de glucocinasa como importantes

para el aumento de la actividad enzimatica (Khadse et al., 2020).

Al comparar los resultados obtenidos para los compuestos
alquilbencimidazolonas con lo reportado por estos grupos de investigacion, se observa
gue nuestros compuestos tienen una mejor facilidad de formacién de enlace con el
sitio alostérico de este blanco terapéutico, al necesitarse menor energia para formar
enlaces (mejores valores de EU) que los derivados de quinazolinonas e hibridos de
sulfonamida-benzamidas hetero-sustituidos respectivamente; asi como a la mayor
cantidad de enlaces formados con aminoacidos de importancia biologica en el
evaluado; haciendo a estos compuestos potenciales activadores de glucocinasa; lo
cual se traduce en compuestos estimuladores de la secrecion de insulina en el

organismo.

Analizando los resultados el perfil in silico (estudios predictivos de actividades
biol6gicas, ADME, toxicolégicos y acoplamiento molecular) se observo que, de los 22
compuestos disefiados, los compuestos 2j, 2k, 21, 2p, 2q, y 2s, fueron seleccionados
para el proceso de sintesis debido a que los resultados los estudios de prediccion

antes mencionados mostraron que estos compuestos presentan probabilidades de ser
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biol6gicamente activo de entre 30-55% con actividades como antidiabética
sintomatica, antidiabética, inhibidor de insulisina y promotor de insulina. De la misma
forma, estos derivados de bencil bencimidiazolonas no presentaron fallos en los
criterios de Lipinsky y Veber. De la misma forma, el estudio de acoplamiento molecular
muestra que estos compuestos pueden actuar en 3 0 mas de las dianas terapéuticas,
presentando buenos valores de EU e interaccionando con aminoacidos de relevancia
biolégica; por lo que pueden ser considerados agentes potenciales para el control de

glucemia.

10.7 Estandarizacién de ruta de sintesis de derivados de

bencilbencimidazolonas

Para la caracterizacion de la ruta de sintesis del nacleo de bencimidazolonas
propuesta en este proyecto de investigacion, se realizo la seleccion de diferentes tipos
de disolventes en la reaccion; utilizando compuestos no polares (como tolueno) y
solventes polares proticos o aproticos. Al realizar un andlisis del disolvente usado y
rendimiento obtenido se observa que, disolventes de caracter no polar, no favorece la
formacion del compuesto deseado, esto puede deberse a la naturaleza de estos
compuestos, donde no pueden formar enlaces de hidrégeno fuertes y se utilizan para
disolver reactivos no polares como carbohidratos. De la misma forma, este analisis
mostré el uso de solventes polares apréticos aumenta el rendimiento del producto
formado; esto puede explicarse debido a la constante dieléctrica (propiedad de
conducir y captar energia) de estos compuestos, que es mas elevada que algunos

disolventes proticos como etanol, metanol e isopropanol.
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Al analizar el efecto de los parametros de temperatura y tiempo sobre rendimiento
de producto obtenido, se puede observar un comportamiento dependiente de estos
parametros; ya que, existe un aumento en el rendimiento al aumentar la temperatura
y tiempo, asi como la disminucion de este en los valores maximos evaluados. Esto
puede ocurrir debido a que en los valores iniciales no existe la energia ni tiempo
necesario para transformar los reactivos a compuestos y al llegar al punto maximo la
accion de estos parametros genera la degradacion del compuesto formado,

disminuyendo su rendimiento.

10.8 Sintesis de derivados de bencilbencimidazolonas con mejor perfil in silico

mediante calor convencional

En la actualidad, no se han encontrado reportes en la literatura de la sintesis de
esta familia de compuestos bencilbencimidazolonas, utilizando condiciones similares;
sin embargo, algunos investigadores han generado rutas de sintesis de algunos
derivados de bencimidazolonas con similitud estructural; por ejemplo, Ahmad y
colaboradores en 2002, realizaron la sintesis de derivados de sulfonil-
bencimidazolonas nitrogenadas mono y di sustituidas, mediante el uso de condiciones
de medio basico (usando hidroxido de sodio en acetona), una proteccion del grupo
amino de la estructura base mediante la adiciébn de un grupo ter-butoxicarbonil y
tratamiento con hidruro de sodio/DMF vy ter-butildicarbonato para su posterior
sulfonacion en presencia de trietilamina y el uso de temperaturas de 20-140°C. Dentro
de los resultados obtenidos por este grupo de investigacién encontraron % de
rendimiento de esta serie de compuestos que van desde 29 a 97% (Ahmad et al.,

2002).
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Por otro lado, Abbas y colaboradores en 2015, realizaron la sintesis de derivados
de sulfonil-bencimidazolonas mediante una proteccion de uno de los nitrogenos del
anillo de imidazol de la estructura base, usando un grupo ter-butoxicarbonil en un
condiciones de argén y DMF seco para su posterior sulfonacién con cloruros de
sulfonilo en condiciones basicas generadas por la adicion de trietilamina y
dimetilaminopiridina como catalizador; obteniendo buenos porcentajes de rendimiento

de producto aislado (Abbas et al., 2015).

Dentro de los estudios de confirmacion estructural de este tipo de moléculas por
'H-RMN y ¥C-RNM, es importante la presencia de sefales caracteristicas en la
estructura, los cuales son indicativos de que el proceso de alquilacién realizado para
ingresar el sustituyente propuesto en la ruta fue realizado de manera adecuada,; dichas
sefiales son: la presencia del hidrégeno unido al nitrégeno heterociclico en el anillo de
imidazol (lo cual indica la presencia del ndcleo de bencimidazolona), sefiales
correspondientes al carbono e hidrégenos del metileno bencilico y las
correspondientes al carbono e hidrégenos del sustituyente en el anillo bencilico (los
cuales son indicativos de la alquilacién del grupo propuesto) (Abbas et al., 2015).
Abbas y colaboradores en 2015, realizaron la sintesis y confirmacion estructural de
derivados de bencimidazolonas, donde encontraron en el estudio de 'H-RMN las
sefiales correspondientes al hidrégeno unido al nitrégeno heterociclico en un rango de
11.50-9.75 ppm, asi como la presencia de carbono del carbono del grupo carbonilo en
152.0-148.0 ppm (estudio de **C-RNM) (Abbas et al., 2015). Al comparar nuestros
resultados con lo reportado por este grupo de investigacién, se puede observar las

sefiales antes mencionadas en la regién de 10.0-10.31 (*H-RMN) y 156.0-156.1 (*3C-
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RNM) ppm respectivamente; sugiriendo que la sintesis de los derivados de

bencilbencimidazolonas se llevé a cabo de manera adecuada.

Al comparar los resultados obtenidos en nuestro proyecto, con lo reportado por
los diferentes grupos de investigadores en la literatura, se puede observar que la ruta
de sintesis propuesta por diferentes autores genera derivados de bencimidazolonas
con rendimientos mejores que lo alcanzado en este proyecto (12-39%). Sin embargo,
en la actualidad no existen reportes en la literatura de rutas de sintesis usando las
condiciones utilizadas en este proyecto (el uso de irradiacion por microondas para la
generacion del nucleo de bencimidazolonas y el uso de calor convencional para la
alquilaciébn de este), generando una ruta sencilla y rapida con rendimientos
moderados, lo cual puede ser de relevancia cientifica para la generacion de este tipo

de compuestos.

10.9 Evaluacién de la actividad inhibidora de derivados de

bencilbencimidazolonas sintetizados contra a-glucosidasa

Al realizar un estudio de relacion estructura actividad de los compuestos 2j, 2k y
2| (compuestos con sustituyentes metilo en posiciones orto, meta y para en el anillo
bencilico) se observd que el compuesto con sustituyente en posicion orto (21) tiene una
mejor actividad inhibidora in vitro que el compuesto con sustituyente en para (2j) y este
a su vez mejores que de posicién meta (2k), este comportamiento puede deberse al
tipo y distancia de los enlaces formados en el sitio de interaccion con la enzima
mostrados en los estudios in silico. En el primer caso, el compuesto 2| mostro
interaccion de tipo de hidrogeno y electrostatico con 2 aminoacidos considerados

cataliticos (ASP616 y ASP618), mostrando distancias de 2.58, 3.07, 3.16 y 3.54 A
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respectivamente. ElI compuesto 2] presentd interacciones de hidrégeno vy
electrostaticas con solo 1 de los aminoacidos cataliticos (ASP616) con distancias de
2.64, 2.72 y 3.56 A; por ultimo, el 2| solo presenté interacciones electrostaticas con
solo 1 de los amino&cidos cataliticos (ASP616) con distancias de 3.50 y 4.58 A. Esta
diferencia en las distancias de enlace entre los compuestos puede ser una posible

explicacion a la actividad inhibidora mostrada en los estudios in vitro (figura 39).

En la actualidad, existen pocos reportes en la literatura de evaluaciones in vitro
contra esta enzima por parte de derivados de bencimidazolonas, sin embargo, algunos
investigadores como Mentese y colaboradores en 2021, realizaron un estudio in vitro
de bencimidazolonas unidas a triheterociclos contra a-glucosidasa; mostrando un
porcentaje de inhibicién enzimatica entra 60 y 92% a la concentracion de 100 ug'mL?;
presentando una actividad similar al farmaco de referencia acarbosa (> 90%) (Mentese

et al., 2021).

Por otro lado, Singh y colaboradores en 2020, evaluaron la capacidad inhibidora
in vitro de compuestos heterociclicos como los derivados de bencimidazoles contra a-
glucosidasa; los resultados mostraron que 5 de los 10 compuestos evaluados
presentaron valores de ICso (4.10 a 9.12 yM) mejores que el farmaco de referencia

utilizado en el estudio (15.4 yM) (G. Singh et al., 2020).

Al comparar los resultados obtenidos en este proyecto con lo reportado por los grupos
de investigacion antes mencionados, se observa que nuestros compuestos presentan
menor porcentaje de inhibicién que los compuestos reportados por estos grupos de
investigacion, indicando un menor potencial terapéutico para el control de glucemia

mediante un mecanismo antihiperglucemiante.
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Figura 39.- Relacion estructura-actividad de los compuestos 2I, 2j y 2k. Esta
evaluacion muestra diferencias en el perfil de interacciones con residuos de
aminoacidos cataliticos, donde el compuesto 2I, presenta interaccién con dos residuos
cataliticos y distancias de 2.58, 3.07, 3.16 y 3.54 A, siendo distancias mas cercanas

en comparacion de los compuestos 2j y 2Kk.
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10.10 Evaluacién de la actividad inhibidora de derivados de

bencilbencimidazolonas sintetizados contra a-amilasa

Al igual que en la enzima a-glucosidasa, en la actualidad, existen pocos reportes
en la literatura de estudios in vitro de derivados de bencimidazolonas contra esta
enzima, sin embargo, algunos grupos de investigacion han realizado estudios de
compuestos heterociclicos o con similitud estructural que esta familia de compuestos.
Tal es el caso de lo reportado por Oloruntoba-Yeye y colaboradores en 2020, donde
realizaron un andlisis de la actividad inhibidora de derivados de triazoles; obteniendo
como resultado valores de ICso de 2.04 a 6.5 yM, considerando a estos compuestos
como potentes inhibidores de esta enzima. Sin embargo, al comparar estos resultados
con el farmaco de referencia acarbosa (1.92 uM) ninguno de ellos presenté mejor

inhibicién enzimética (Yeye et al., 2020).

Al comparar los resultados de inhibicion de a-amilasa en el presente proyecto
con lo reportado por otros autores, se observa que los derivados presenten un menor

potencial terapéutico para el control de glucemia mediante este tipo de mecanismos.

Si bien es cierto, que los derivados de bencilbencimidazolonas evaluados contra
las enzimas intestinales mostraron un potencial terapéutico de bajo a moderado,
sugiriendo que estos compuestos no generan efectos antihiperglucemiantes; el disefio
de este proyecto propone la posible interaccion con mas de una diana terapéutica,
abarcando mecanismos de accion diferentes al antes mencionado; por ejemplo, el
efecto hipoglucemiante mediante la activacion de enzimas como glucocinasa,

estimulando la secrecion de insulina.
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10.11 Evaluacion del efecto activador de derivados de bencilbencimidazolonas

sintetizados contra glucocinasa

En la actualidad, una de las dianas terapéuticas sobresalientes para el control de
estados hiperglucémicos (uno de los principales factores en el desarrollo de
enfermedades metabdlicas), es glucocinasa, esta enzima facilita la fosforilacién de
glucosa para su metabolismo, lo cual se traduce en una mejora en la captacion de
glucosa en el higado, ademas de la estimulacién de secrecion de insulina, por lo que
moléculas que puedan activar esta enzima, pueden ser potenciales compuestos

hipoglucemiantes (Khadse y col., 2020).

Los resultados del estudio del efecto activador in vitro de los derivados de
bencilbencimidazolonas mostraron que los compuestos 2] y 2q presentaron los
mejores valores de activacion enzimética, al realizar un estudio de relacion estructura
actividad entre ambos compuestos, se observa que presentan interaccion con
aminoacidos del sitio alostérico de la enzima (Tyr?!4, Met?'0 y Val**®), en cambio, el
compuesto 2q presenta interaccion con aminoacidos diferentes como Leu*®! y Ser%
presentando interacciones de hidrogeno, fluoruro e hidrofobicas con distancias de
2.67, 3.14 y 4.0 A respectivamente, sugiriendo que esta interaccion puede ser una

posible explicacion a la diferencia en la activacion enzimética (figura 40).

En la actualidad existen pocos estudios de derivados de bencimidazolonas como
potenciales activadores de glucocinasa, sin embargo, algunos investigadores han
evaluado compuestos de heterociclicos contra esta enzima. Por ejemplo, Charaya y
colaboradores en 2018, evaluaron derivados de tiazolin benzamidas como potenciales

activadores enzimaticos, encontrando como resultado que 4 de los compuestos
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Figura 40.- Comparacion de relacion estructura-actividad de los compuestos 2j
y 2g. El analisis comparativo mostr6 que ambos compuestos se unen a aminoacidos
reportados en el sitio alostérico de relevancia biolégica para esta enzima. Ademas, se
observa que el compuesto 2q presenta unién con los residuos Leu451 y Ser64, con

distancias de 2.67, 3.14 y 4 A (Charaya et al., 2018a).
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evaluados presentaron una activacion de glucocinasa de 1.48 a 1.83 veces mas que

la actividad enzimatica normal (Charaya et al., 2018a).

De la misma forma, Grewal y colaboradores en 2019, realizaron una evaluacion
de analogos de N-pirinidil-benzamidas contra la enzima glucocinasa, encontrando que
5 compuestos presentaron valores de activacion enzimatica de 1.9 a 2.07 veces mas

que la actividad normal (Grewal et al., 2019c).

Al comparar los resultados obtenidos por parte de los derivados de
bencilbencimidazolonas evaluados en nuestro proyecto, con lo reportado por estos
grupos de investigacién, se observa que los compuestos 2j y 2q presentan un mejor
potencial activador de glucocinasa que los derivados evaluados por Charaya y
colaboradores y por Grewal y colaboradores, siendo estos compuestos candidatos

para futuras evaluaciones.

Analizando los resultados obtenidos en el estudio hipoglucemiante de los
derivados de bencilbencimidazolonas, se muestra en la figura 41, el posible
mecanismo de estos compuestos contra GK; donde, el proceso inicia con el paso del
compuesto por la membrana plasmética (debido a los valores de lipofilicidad
mostrados en perfil in silico); una vez dentro, los derivados de bencilbencimidazolonas,
interaccionan en el sitio alostérico de GK, aumentando la actividad enzimética que se

traduce en la estimulaciéon de la secrecién de insulina.
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Figura 41.- Propuesta del mecanismo de accién de bencimidazolonas para la
activacion de GK pancreéatica. 1. Internalizacion de los derivados de
bencilbencimidazolonas por difusion pasiva. 2. Interaccion en el sitio alostérico de GK
generando un aumento en la actividad enzimatica. 3. Aumento en las concentraciones
de GP6, el cual mediante el proceso de glucdlisis y respiracion celular elevan la
concentracion de ATP/ADP. 4. Cierre del canal de K*, acumulacion y la despolarizaciéon
en la membrana. 5. Activacion de los canales de Ca?* dependientes de voltaje y
aumento de las concentraciones de Ca?*intracelular. 6. Generacion de la sefializacion

necesaria para la liberacion de la insulina.
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XI.  CONCLUSIONES

11.1.- Conclusion general

Se disefaron 22 derivados de bencimidazolonas, de los cuales (después de un
proceso de evaluacion in silico) se delimito la seleccidbn de compuestos para sintetizar
estos derivados, obteniendo rendimientos moderados. Los compuestos 2j, 2k, 2I, 2p,
29 y 2s mostraron in vitro una actividad antihiperglucemiante moderada y una buena

actividad hipoglucemiante.
11.2.- Conclusiones especificas

11.2.1.- De los 22 derivados de bencimidazolonas, los compuestos 2j, 2k, 2I, 2p,
29 y 2s presentaron el mejor perfil in silico debido a la interaccion con aminoacidos de
relevancia con al menos 3 de los blancos terapéuticos evaluados y valores de energia
de unién similar o mejores que el farmaco de referencia; ademas del potencial uso en

el control de glucemia mostrado en los ensayos bioinformaticos (PASS).

11.2.2.- Los resultados obtenidos por la plataforma admetSAR, mostraron que
todos los derivados de bencilbencimidazolonas, tienen probabilidad de presentar
problemas de hepatotoxicidad; sin embargo, se tiene que considerar las dosis a

utilizarse; asi como la determinacion de toxicidad in vivo.

11.2.3.- Se sintetizaron los compuestos 2j, 2k, 2l, 2p, 2q y 2s con % de

rendimiento de producto obtenido moderados que van de 22 a 38%.

11.2.4.- Los 6 derivados de bencilbencimidazolonas presentaron valores de
inhibicion contra la enzima a-glucosidasa, en un intervalo de 7-36% (comportamiento

dosis-dependiente).
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11.5.5.- Los 5 derivados de bencilbencimidazolonas evaluados presentaron

valores de inhibicidon contra la enzima a-amilasa, en un intervalo de 2-15%.

11.6.6.- Los compuestos 2j, 2k, 2| y 2g presentaron un aumento en la actividad
de glucocinasa de 1.31 a 3.74 veces gque la actividad normal (concentracion de 100-
200 pug-mLt) y al comparar con el control positivo (3.26), el compuesto 2q, presenta

una mejor activacién de dicha enzima.
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XII.PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

1. Optimizar la ruta de sintesis de los compuestos bencilbencimidazolonas
con potencial terapéutico mediante modificacion en las condiciones de reaccion,
equivalentes usados, temperatura, entre otros.

2. Determinar el perfil de toxicidad aguda in vivo de los compuestos con
potencial in vitro mostrados en este proyecto.

3. Determinar el potencial activador de la enzima glucocinasa in vivo en

modelo murino para corroborar el potencial mostrado de manera in vitro.
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Benzimidazalones have shown biological activities, including antihyperglycemic and hypoglycemic, by
inhibitirg or activating of 2-glu and GK. The aim of this study is the rational design of compounds using
in silgo assays to delimitate the selection of structures to synthesize and the in witro evaluation of
benzimidazolone derivatives in blood glucose control. A docking of 23 benzimidazolone dervatives was
performed; selecting the cormpounds with better in silico profiles to synthesize by microwave-
irradiation/comentional heat and evaluate in enzymatic in vitro evaluation. Compounds 2k, 2m, 2r, and
25 presented the best in silico profiles, showing good affinity energy (—10.9 to —B.6 keal mal™ and
binding with catalytic-amino acids. They were synthesized at 70 *C and 24 h using OMF as the solvent
and potassium carbonate [yield: 22-38%). The results with a-glu showed modemte inhibition of 2k (14 =
123-29 = 045), 2m (12 £ 221-36 = 0.30), 2r (7 = 2.21-13 = 134), and 2s (11 = 07435 = 2.95) at
evaluated concentrations (01 to 100 pg mL~%. The GK activation assay showed an enzymatic activity
increase; compound 2k increased 1.31 and 2 83 more than normal activity, 2m (2. 13-fold), 2s (286 and
374-fold) at 100 and 200 pg ml™ respectively. The present study showed that the 25 derivative
presents moderate potential as an e-glu inhibitor and a good activator potential of GK, suggesting that
this compound is a good candidate for blood glucose control through antibyperglycemnic and
hypoglycemic mechanisms.
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XV. SIGLAS Y ABREVIACIONES

DMiII: Diabetes mellitus tipo 2

GK: Glucocinasa

SAR: relacion estructura actividad

GLUT: Proteinas facilitadoras del transporte de glucosa
GLUT2: Proteinas facilitadoras del transporte de glucosa tipo 2
IRS1: Receptor de insulina tipo 1

GLUT4: Proteinas facilitadoras del transporte de glucosa tipo 4
SGLT: Transportadores de glucosa acoplados a sodio
GAA: Gen de alfa glucosidasa acida

AMY: Gen de amilasa

G6P: Glucosa 6 fosfato

EU: Energia de union

ICs0: Concentracion inhibidora 50

TSPO: Proteina translocadora

MIC: Concentracion minima inhibitoria

HIV: Virus de inmunodeficiencia humana

ppm: Partes por millon

3D: Tridimensionales

PDB: Protein data bank

DMF: Dimetilformamida

DNS: acido dinitrosalicilico

Abs: Absorbancia

NADH: Dinucleétido de nicotinamida reducido

A Tiempo: Intervalo de tiempo de reaccion

EEM: Error estandar de la media

PASS: Perfil de espectro de actividades biolégicas

ADME: Perfil de absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion
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Pm: Peso molecular

Sah: Sitios aceptores de hidrégeno

Sdh: Sitios donadores de hidrogeno

LogP: Lipofilicidad

nER: Numero de enlaces rotables

TPSA: area de superficie polar

TMSA: azida de tetrametilsilano

THF: tetrahidrofurano

CG-EM: Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
RMN: Resonancia magnética nuclear

'H-RMN: Resonancia magnética nuclear de protones
13C-RMN: Resonancia magnética nuclear de carbono 13
UMA: Unidad de masa atomica

SMILES: Simplified Molecular Input Line Entry Specification
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