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. RESUMEN

El sindrome metabdlico (SMet) es factor de riesgo para el desarrollo y progresion
de la diabetes mellitus tipo 2 y la enfermedad cardiovascular, por lo que es
importante el control de las alteraciones de sus parametros, como la hiperglucemia.
En la homeostasis de la glucosa una de las principales enzimas involucradas es la
glucocinasa pancreatica, siendo una diana terapéutica relevante para el desarrollo
de farmacos hipoglucemiantes. Las bencimidazolonas son una familia de
moléculas heterociclicas que han reportado multiples actividades biolégicas como
hipoglucemiante, antihiperglucemiante e hipotensora. En el presente proyecto se
propone una ruta de sintesis para obtener N-(4-triflurometilbencil)bencimidazolona
(4FMZ), en la primera etapa se utiliz6 la técnica de reflujo para producir el nicleo
de bencimidazolona, en la etapa de alquilacion del nacleo se emple6 calor
convencional, optimizando condiciones como: anhidrido isatdico, N,N-
Diisopropiletilamina (base) y temperatura de 80° C. La evaluacion del efecto
farmacolégico de 4FMZ se realiz6 con un modelo in vivo de dieta alta en grasa
(40%) empleando ratones macho C57BL/6N, con tres grupos experimentales (n=4
por cada grupo): DE (dieta estandar), DAG (dieta alta en grasa) y 4FMZ (dieta alta
en grasa) que se le administré via oral una dosis diaria de 100 mg-kg-*(vehiculo =
polietilenglicol al 15% + agua estéril) del tratamiento a partir de la semana 10 hasta
concluir el modelo. Se midi6é la masa corporal y cuantificé el nivel de glucosa en
sangre periférica una vez a la semana a partir de la semana 4. Ademas, en la
semana 16 se realiz6 la medicién de presion arterial sistélica, diastélica y la media.
Al finalizar el modelo los ratones se sacrificaron, y se les realizaron analisis
histopatolégicos de higado y pancreas con tincion de hematoxilina y eosina,
también se cuantifico el tejido adiposo de cada grupo experimental. Por otra parte,
se cuantificé el perfil de lipidos (triglicéridos, lipoproteina de alta densidad,
colesterol total y lipoproteina de muy baja densidad), con lo que se determiné el
indice de riesgo aterogénico, el indice de Castelli | para los tres grupos
experimentales y el indice de proteccion aterogénico de 4FMZ. La 4FMZ,
sintetizada mediante calor convencional, presenta efecto hipoglucemiante,
hipolipémico e hipotensor en ratones C57BL6/N con alteraciones en parametros
del sindrome metabdlico.

(Palabras clave: N-(4-triflurometilbencil)bencimidazolona, Sindrome metabdlico,
hipoglucemiante, hipotensor).



. ABSTRACT

Metabolic syndrome (Smet) is a risk factor for the development and progression of
diabetes mellitus type 2 and cardiovascular disease, therefore the importance of control
in metabolic abnormalities, as hyperglycemia. A key enzyme in glucose homeostasis,
Is pancreatic glucokinase, moreover a pharmaceutical target of interest in development
of hypoglycemic drugs. Benzimidazolone is a family of heterocycle molecules that has
been reported multiple biological activities such as hypoglycemic, antihyperglycemic
and hypotensive. In the present study, a synthesis route for N-(4-
trifluromethylbenzil)benzimidazolone (4FMZ) was proposed, first step based on reflux
method to obtain benzimidazolone core and an alkylation step with conventional heat,
conditions as isatoic anhydride, N,N-Diisopropylethylamine (base) and temperature of
80° C were optimized. The pharmacology effect of 4FMZ was evaluated using a high
fat diet (40%) in vivo model of male C57BL6/N mice, consisting of three experimental
groups (n=4 each group): DE (standard chow diet), DAG (high fat diet) and 4FMZ (high
fat diet) was oral administered daily of 100 mg-kg (drug vehicle = polyethylene glycol
15% + sterile water) starting at week 10 to the end of the model. Body weight and
peripherical blood glucose level were measured from week 4 to week 16, furthermore
at week 16 was measured systolic blood pressure, diastolic blood pressure and mean.
Mice were sacrificed, and histopathological analysis were made in liver and pancreas
with hematoxylin and eosin staining, also adipose tissue was measured in all
experimental groups. In addition, the lipid levels (triglyceride, high density cholesterol,
total cholesterol and very low-density lipoprotein) were quantified, afterward
atherogenic coefficient, Castelli | risk were determined in all groups, and the
atherogenic protection index only in 4FMZ group. 4FMZ, synthesized by conventional
heat, presents hypoglycemic, hypolipidemic and hypotensive effects in C57BL6/N mice
with alterations in metabolic syndrome parameters.

(Keywords: N-(4-trifluromethylbenzil)benzimidazolone  Metabolic ~ syndrome,
hypoglycemic, hypotensive).



l1l. INTRODUCCION

El sindrome metabdlico (SMet) es un problema de salud publica a nivel mundial,
con una prevalencia estimada del 20% al 40% en la poblacién adulta(Rojas-Martinez
y col., 2021); consiste en presentar al menos 3 anormalidades en los factores de riesgo
del SMet entre ellos: hiperglucemia, hipertension arterial, dislipidemia aterogénica y

obesidad abdominal (Castro-Quintanilla y col., 2023).

El SMet puede conllevar al desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 (DM2) y
enfermedad cardiovascular (ECV), por lo que se recomienda a los pacientes que lo
padecen cambios en el estilo de vida y de apoyo farmacoldgico (Castro Quintanilla y
col., 2023), no obstante, los medicamentos empleados presentan efectos adversos,
por lo que es importante el disefio y desarrollo de nuevas alternativas farmacolégicas

(Sendekie y col., 2023).

Entre las dianas terapéuticas de interés farmacoldgico, se encuentra glucocinasa
pancreatica ya que es fundamental en la homeostasis de la glucosa, ademas, en la
actualidad no existe algun farmaco entre los recomendados por la OMS para el
tratamiento de DM2 que la tenga como diana terapéutica (OMS, 2020); no obstante,
N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona (4FMZ), en estudios previos por nuestro
equipo de trabajo mostré un potencial efecto hipoglucemiante con accién en

glucocinasa pancreatica (Santos-Ballardo y col., 2023).

Por lo anterior, el presente trabajo, se enfocé en la sintesis de 4FMZ y su estudio

como potencial agente terapéutico en un modelo in vivo.



IV. ANTECEDENTES

4.1. Sindrome metabélico

El sindrome metabdlico (SMet) se describe como el conjunto de alteraciones
cardiometabolicas, asociadas con el riesgo de desarrollar diabetes mellitus tipo 2 y

enfermedad cardiovascular (Castro-Quintanilla y col., 2023; Fragozo-Ramos, 2022).

Se han propuesto diferentes definiciones de SMet para su diagnostico clinico por
parte de instituciones de salud como la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) en
1998 (Cruz-Campos, 2022), también el Panel de expertos en deteccion, evaluacion y
tratamiento de colesterol en adultos (NCEP/ATP111) en el afio de 2001 también la
Federacion Internacional de Diabetes en 2005 propuso un criterio diagnostico (Fahed
y col., 2022). Las definiciones previamente mencionadas, presentan variaciones en los
valores de referencia, no obstante, mantienen en comdn la presencia de: resistencia a
la insulina, obesidad abdominal, dislipidemia aterogénica e hipertension arterial para

el diagndstico de SMet (Bovolini y col., 2021).

En 2009 la IDF y la AHA/NHLBI (Asociacion Americana del Corazon/Instituto
Nacional del corazon, los pulmones y la sangre), presentaron una definicion
armonizada del SMet, en la que se requiere presentar al menos tres alteraciones para

gue sea diagnosticado el SMet (Alberti y col., 2009).

e Circunferencia abdominal: es determinada por cada pais
e Nivel de HDL: <40 mg-dL (1.0 mmol/L) en hombres y 50 mg-dL* (1.3
mmol/L) en mujeres

e Nivel de triglicéridos: 2150 mg-dL* (1.7 mmol/L)



e Nivel de glucosa en ayunas: 2110 mg-dL* (5.6 mmol/L)

e Presion arterial: 2130/85 mm/Hg (Alberti y col., 2009).
4.1.1. Epidemiologia

La prevalencia mundial del SMet estimada es variable, ya que el porcentaje
cambia dependiendo al tipo de definicion del SMet que emplea para el diagndstico
cada pais; ademas de influir el estilo de vida, dieta, actividad fisica, genotipo, etnia,

edad y género de cada region (Zafar y col., 2018).

El porcentaje estimado de adultos con SMet a nivel mundial es del 20% al 40%,
presentando una tendencia en aumento en multiples paises (Rojas-Martinez y col.,
2021); sin embargo, en México se estimd por datos brindados mediante la Encuesta
Nacional de Nutricion del 2018 que el SMet tiene una prevalencia de 56.6% en adultos

mayores de 40 afios (Rojas-Martinez y col., 2021).

Se debe agregar que en el estudio realizado por Rojas-Martinez y colaboradores
en 2021, obtuvo que los adultos mexicanos en el periodo de 2006 a 2018 tuvieron
prevalencias del SMet de: 40.2% (2006), 57.3% (2012), 59.9% (2016) y 56.31% (2018)

por lo que se observa una tendencia en aumento.

Ademas, en 2023 se determiné la prevalencia del SMet en Sinaloa en poblacion

adulta mayor de 50 afios, con un porcentaje de 54.1 (Plaza-Lépez y col., 2023).
4.2. Alteraciones y enfermedades derivadas del sindrome metabdlico

El SMet es considerado como un problema de salud publica a nivel mundial, con

una prevalencia en aumento ademas de estar asociado con el desarrollo y progresion



de diabetes mellitus tipo 1l (DM2) y enfermedad cardiovascular (ECV) (Castro-

Quintanilla y col., 2023).

La etiopatogenia del sindrome metabdlico es compleja ya que intervienen
multiples factores de predisposicion como: la variabilidad genética, mecanismos
epigéneticos, los factores ambientales de la dieta y actividad fisica de cada persona

(Fragozo-Ramos, 2022).

Asi como la definicién y los factores de riesgo del SMet son multifactoriales, los
mecanismos patoldgicos también lo son, y no han sido aclarados en su totalidad en la
actualidad debido a la complejidad que presentan (Castro-Quintanilla y col., 2023; Cruz

Campos, 2022).

Entre los mecanismos patologicos que se han reportado, estan: la resistencia a
la insulina, la activacién neurohormonal y la inflamacién crénica para el desarrollo de
SMet y la progresién hacia DM2 y ECV (Cruz- Campos, 2022; Fahed y col., 2022). Asi
mismo, la adiposidad visceral es la primera desencadenante de los mecanismos

anteriores (Cruz Campos, 2022; Fahed y col., 2022).
4.2.1. Sobrepeso y obesidad

La obesidad es definida como la acumulacion excesiva de tejido adiposo que
puede representar un riesgo para la salud (Shariq y Mckenzie, 2020). Asi mismo, la
OMS clasifica la obesidad de los adultos en 3 grupos, con base al IMC (indice de masa

corporal) (Shariq y Mckenzie, 2020).

El IMC de una persona normopeso es de 18.5 a 24.6 kg/m?, cuando el IMC

corresponde de 25 a 29.9 kg/m? es considerado como sobrepeso, y a partir de un IMC



> 30 kg/m? la persona ya se le considera con obesidad (Shariq y Mckenzie, 2020). El
grupo | tiene un IMC de 30 hasta 34.9 kg/m?, el grupo Il muestra un IMC de 35 a 39.9
kg/m? finalmente el grupo Il (obesidad mérbida) tiene un IMC 2 40 kg/m?. (El Meouchy

y col., 2022; Shariq y Mckenzie, 2020).

Sin embargo, el IMC presenta limitantes porque no puede discernir sobre la
proporcion de musculo y tejido adiposo ademas de la localizacion de este ultimo
(Sharig y Mckenzie, 2020); debido a la importancia del tejido adiposo visceral sobre
los mecanismos patolégicos del SMet, por lo que se utiliza la mediciébn antropométrica
de la circunferencia abdominal como parametro diagndstico del SMet (EI Meouchy y

col., 2022; Shariqg y Mckenzie, 2020).

Con respecto al tejido adiposo visceral, participa en el mecanismo patologico que
contribuye al desarrollo de hipertensién y enfermedad cardiovascular en pacientes con

SMet (Fragozo-Ramos, 2022).
4.2.1.1. Mecanismo fisiopatoldgico

El tejido adiposo tiene una funcidn endocrina, el almacenamiento de energia y la
termorregulacion (Fahed y col., 2022), produce hormonas como leptina y adiponectina,
péptidos de importancia angiotensinégeno, resistina, plasmindégeno, citocinas
proinflamatorias como interleucina 6 (IL-6), factor de necrosis tumoral a (TNF-a), los
cuales participan el desarrollo de la resistencia a la insulina y los mecanismos

patolégicos del SMet (Bovolini y col., 2021; Cruz-Campos, 2022; Fahed y col., 2022).

El tejido adiposo visceral al recibir nutrientes en exceso por parte de la ingesta

en la dieta genera hipertrofia e hiperplasia que conlleva a una desregulacion en



produccion de adipocinas y cambios en la funcién endocrina del tejido adiposo, asi

como del componente inmunolégico (Bovolini y col., 2021).

En condiciones de hipertrofia e hiperplasia el adipocito, presenta una
sobrexpresion de leptina (Bovolini y col.,, 2021), hormona que participa en la
homeostasis energética ademas de tener un papel proinflamatorio (Cruz-Campos,
2022) ha sido correlacionado con el aumento de riesgo en la enfermedad
cardiovascular y la inflamacién, por el contrario, la adiponectina una hormona
antinflamatoria, que sensibiliza a la insulina asi como disminuir la formacion de placa
aterogénica, muestra una disminucion de su produccién por parte del tejido adiposo
(Bovolini y col., 2021; Fahed y col., 2022). En conjunto, se contribuye a la resistencia
de la insulina, asi como del desarrollo del SMet (Bovolini y col., 2021; Cruz-Campos,

2022; Fahed y col., 2022).

Por otra parte, la desregulacion en el tejido adiposo ocasiona una sobre
produccion de citocinas proinflamatorias como: IL-6, TNF-a, proteina C reactiva (PCR),
entre otras (Cruz-Campos, 2022; Fahed y col., 2022); que propician un estado de
inflamacion cronica de bajo grado interrelacionado con estrés oxidativo sistémico, la
resistencia a la insulina, ademas de contribuir a la fibrosis tisular, aterogénesis y la

enfermedad cardiovascular (Bovolini y col., 2021; Castro-Quintanilla y col., 2023).
4.2.2. Dislipidemia aterogénicay enfermedad cardiovascular

Entre las consecuencias de la obesidad, esta el aumento de triglicéridos (TG), ya
que el tejido adiposo sufre alteraciones en su funcion endocrina e inmunoldgica que
incrementan la produccion de lipoproteinas ricas en triglicéridos, asi como la

disminucién de lipolisis de lipoproteinas ricas en triglicéridos. También la inflamacion
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conlleva al aumento de lipolisis en los adipocitos que incrementan la circulacion de

acidos grasos libres (AGL) (Bays y col., 2024).

Entre las alteraciones en los parametros del SMet estd, la dislipidemia
aterogénica, caracterizada por valores anormales en el suero plasmatico de
triglicéridos (TG) ya que aumentan su nivel y por la disminucién del colesterol de
lipoproteina de alta densidad (HDL-c) (Ascaso y col., 2020). Ademas de un incremento
en el colesterol de lipoproteina de baja densidad (LDL-c) y lipoproteina A (Lpa) (Ascaso

y col., 2020).

Entre los valores normales del perfil de lipidos estan: colesterol total <200 mg/dl,
HDL-c <50 mg-dLt en mujeres y <40 mg-dL* en hombres, TG <150 mg-dL%, Lpa <50

mg-dL!y LDL-c <100 mg-dL* (Arrobas-Velilla 'y col., 2023).

Por su parte, la dislipidemia aterogénica predispone al desarrollo de la

enfermedad cardiovascular que se describe a continuacion:
4.2.2.1. Mecanismo fisiopatoldgico de dislipidemia aterogénica

El incremento del eflujo de AGL por parte de los adipocitos a la circulacion
sanguinea, aumentan su presencia en el higado, lo cual genera la sintesis de novo de
acidos grasos y sintesis de TG, ademas de la produccion de lipoproteina de muy baja

densidad (VLDL) ricas en TG (Bays y col., 2024; Fahed y col., 2022).

El VLDL activa la proteina de transferencia de éter de colesterol (CETP) con la
funcidn de transferir los triglicéridos del VLDL a LDL que al pasar por el proceso de
lipolisis se generan sdLDL (lipoproteina de baja densidad pequefias densas), las

cuales son susceptibles a un proceso oxidativo que propicia la formacion ERO



(especies reactivas de oxigeno) por otra parte los TG transferidos al HDL, al ocurrir el
proceso de lipolisis se forman particulas pequefias de HDL, los cuales son de una
catabolizacion mas rapida, conlleva finalmente a la reduccién de los niveles de HDL

(Vekic y col., 2023).

Ademas, en el higado el exceso de acidos grasos libres propicia la aparicion de
esteatosis (Vekic y col., 2023). Otro aspecto de las alteraciones del tejido adiposo
visceral es el estrés oxidativo, ya que los AGL por medio de la oxidacion beta y al ciclo
de la acil-CoA producen EROs que en conjunto con los elevados niveles de LDL y
VLDL que forman una placa de ateroma, inducen dafio en la pared vascular induciendo

la aparicion de hipertension (El Meouchy y col., 2022).
4.2.3. Hipertension arterial y enfermedad cardiovascular

La hipertension arterial (HTA) es definida como una constante presion arterial
elevada, presentando una presion arterial sistolica (PAS) sobre 135 mm/Hg y una

presion arterial diastolica sobre 85 mm/Hg (Stanciu y col., 2023).

Entre los factores de riesgo para el desarrollo de hipertension arterial se
consideran a la obesidad, esto por la relacién de la adiposidad y la elevada presién en
la sangre (Vekicy col., 2023). Al mismo tiempo la HTA es una de las principales causas

de enfermedades de tipo cardiovascular, neurovascular y renal (Tinoco y col., 2022).

Los mecanismos patolégicos propuestos entre la obesidad y la HTA son: la
sobreactivacion del sistema nervioso simpatico, la estimulacion del sistema renina-

angiotensina-aldoesterona (RAAS), la alteracion del tejido adiposo, resistencia a la
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insulina, asi como los cambios estructurales y funcionales en el rifion (El Meouchy y

col., 2022; Shariq y Mckenzie, 2020).
4.2.3.1. Mecanismo fisiopatolégico de hipertension

También en las alteraciones del tejido adiposo generan la secrecion de citocinas
proinflamatorias y adipocinas vasoactivas (angiotensindégeno, angiotensina I,
resistina) en conjunto con el aumento de la actividad plasméatica de la renina (El

Meouchy y col., 2022).

El exceso de tejido adiposo visceral puede ocasionar presion mecéanica sobre los
rifones, también puede inducir la inflamacion que provoca la compresion de la medula
renal por lo que el flujo sanguineo disminuye prolongando el tiempo de reabsorcion del
sodio, por ello el sodio llevado a la macula densa estimula la reduccion de la resistencia
de la arteriola aferente que incrementa el flujo renal de la sangre y estimula la
produccion de renina. Para restablecer la reabsorcion correcta de sodio, se aumenta
la presién renal, y el flujo de filtracibn glomerular, sin embargo, ocasiona una

progresiva esclerosis glomerular y dafio en la funcién renal (EI Meouchy y col., 2022).

La activacion del sistema RAAS estimula la produccién de angiotensina Il, que
produce la vasoconstriccion sistémica y genera la formacién de aldosterona en la
corteza suprarrenal, en conjunto inducen el aumento de la reabsorcion de sodio en el
tubulo renal ademas de la retencion de agua que conlleva a la expansion intravascular

del volumen e HTA (Shariq y Mckenzie, 2020).

Por otra parte, la resistencia a la insulina y un estado hiperinsulinémico

contribuyen con el desarrollo de HTA, debido a la relacion de la insulina al incrementar
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la activacion del sistema nervioso simpatico del musculo, también promueve la
retencién de sodio en el rifidn por la activacion del intercambiador de sodio-protén 3
(NHE3), ademas de incrementar el tono vasoconstrictor y de alteraciones en el

endotelio (Shariq y Mckenzie, 2020).
4.2.4. Hiperglucemiay diabetes mellitus tipo 2

Entre los criterios de diagndstico para el SMet se considera a la hiperglucemia
(Castro-Quintanilla y col., 2023), caracterizada por la presencia de un nivel anormal
elevado de glucosa, compuesta por dos etapas, la primera es la regulacion alterada

de la glucosa, la dltima corresponde a diabetes mellitus (ALAD, 2019).

La diabetes mellitus es definida como un desorden metabdlico con la
caracteristica principal de presentar hiperglucemia, ademas de alteraciones en el
metabolismo de hidratos de carbono, proteinas grasas, y en consecuencia se

disminuye la secrecion y accion de la insulina (ALAD, 2019).

El mecanismo fisiopatologico involucrado en el SMet para desarrollar DM2 a

partir de la hiperglucemia, se describe a continuacion:
4.2.4.1. Mecanismo fisiopatoldgico

El exceso de AGL en conjunto de la acumulacién ectopica de grasa en diferentes
organos como musculo esquelético, higado y pancreas, en el que el tejido adiposo
presenta alteracion en la secrecion de citocinas y adipocinas que propician un estado
proinflamatorio contribuyen a la aparicion de la resistencia a la insulina (Fragozo-

Ramos, 2022).
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La insulina es una hormona peptidica secretada por las células beta
pancreaticas, en respuesta al incremento del nivel de glucosa en sangre la cual tiene
un efecto inhibidor de la lipolisis y la gluconeogénesis en el higado (Fahed y col., 2022)
mientras que facilita la entrada de glucosa al interior de los adipocitos, células

musculares y hepaticas (Fahed y col., 2022; Freire y Jara, 2022)

En las condiciones anormales metabdlicas presentes en el SMet, esta la
resistencia a la insulina (RI), caracterizada por la disminucién de la acciéon de la insulina
sobre sus células diana ante la respuesta normal a la glucosa, en consecuencia, se
requiere de un aumento de la secrecion de insulina (hiperinsulinemia) para compensar

la baja actividad de la insulina (Freire y Jara, 2022).

La RI provoca alteraciones en la lipolisis de los AGL en los adipocitos, por lo que
la circulacién de los AGL incrementa, que al mismo tiempo los AGL exacerban la Rl
inhibiendo los efectos antilipoliticos de la insulina. Al mismo tiempo los AGL inhiben a
la proteina cinasa del musculo esquelético que disminuye la captacion de glucosa

(Cruz-Campos, 2022).

También la RI participa en el desarrollo de la hipertensién a la disminucion del
efecto vasodilatador de la insulina que se suma al efecto de vasoconstriccidbn que

generan los AGL (Cruz-Campos, 2022).
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Figura 1. Mecanismo fisiopatoldgico del sindrome metabdlico. El tejido adiposo

(TA) en estado de hipertrofia e hiperplasia propicia a la inflamacién crénica de bajo
grado con: la infiltracibn de macréfagos, la produccion de citocinas proinflamatorias
(IL-6, TNF- a), PCR y fibrinbgeno, que contribuyen al estrés oxidativo y fibrosis tisular.
El TA con resistencia a la insulina conlleva al aumento de la lipolisis e incremento del
nivel de acidos grasos libres, en conjunto con la IL-6 en el pancreas inducen
hiperinsulinemia, ocasionando disminucion de la secrecion de insulina favoreciendo la
hiperglucemia. La RI disminuye la captacion glucosa en musculo esquelético, e
incrementa la lipogénesis, asi como la gluconeogénesis en higado, aumentando el
nivel de TG, VLDL y LDL, sin embargo, el nivel de HDL disminuye, lo que conlleva al

desarrollo de dislipemia aterogénica. EI TA presenta alteracion en la produccion de
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hormonas, aumentando leptina y disminuyendo adiponectina. El sistema renina-
angiotensina-aldosterona es activado, incrementando sodio, asociado con el
desarrollo de hipertension arterial; la compresion del TA en rifion tiene también efecto
hipertensor. El estrés oxidativo estimula sistema nervioso simpatico, que contribuye

con la aparicion de hipertension arterial. (Fahedy col., 2022; Shariq y Mckenzie, 2020).
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4.2.4.2. Glucocinasa

La enzima glucocinasa (hexocinasa V), posee 465 aminoacidos y tiene una
masa molecular aproximada de 52 KDa (Ren y col.,, 2022). Es considerada,
fundamental en la homeostasis de la glucosa, y en las células pancreaticas beta
funciona como un sensor de glucosa para la secrecion de insulina, mientras que la
isoforma hepéatica facilita la sintesis de glucégeno por lo que promueve la disminucion
del nivel de glucosa postprandial en el torrente sanguineo (Ashcroft y col., 2023; Ren

y col., 2022; Toulis y col., 2020).
4.2.4.3. Glucocinasa pancreatica

Esta localizada en las células beta pancreaticas con la funcién de controlar la
liberacion de insulina con base a la concentracion de glucosa; por lo que es llamada
“receptor de la glucosa” (Ashcroft y col., 2023). Su mecanismo accion es el siguiente:
La glucosa es transportada por GLUT2 hacia el interior de la célula beta pancreatica,
posteriormente, la enzima glucocinasa pancreatica la fosforila a glucosa-6-fosfato (Ren

y col., 2022).

La cual es metabolizada en la glucolisis, por lo que la concentracion plasmaética
de ATP (trifosfato de adenosina) aumenta, mientras que el ADP (difosfato de
adenosina) disminuye, los canales de potasio dependientes de ATP (canal Karp) se
cierran, en consecuencia la membrana citoplasméatica se despolariza, ademas los
canales de calcio permiten el ingreso del calcio extracelular al interior de la célula y
finalmente, finalmente, la insulina es secretada hacia el torrente sanguineo (Ashcroft y

col., 2023; Reny col., 2022; Toulis y col., 2020) (Fig. 2).
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Por lo que es considerada, una diana terapéutica de interés para el tratamiento
de DM2; sin embargo, en la actualidad no existen farmacos en el mercado aprobados
por FDA (Administracion de alimentos y medicamentos) (Toulis y col., 2020) o

recomendados por los lineamientos de la OMS en contra de esta enzima (OMS, 2020).
4.3. Manejo y control del sindrome metabdlico

Para evitar el desarrollo de las complicaciones clinicas del SMet como la DM2 y
la ECV, se recomienda primeramente realizar cambios en la dieta del paciente, asi
como el aumentar la actividad fisica diaria, si aun con lo anterior las alteraciones de
los pardmetros del SMet no son controlados, se sugiere el uso de terapia
farmacoldgica en combinacién con los cambios al estilo de vida previamente

mencionados (Castro-Quintanilla y col., 2023; Fragozo-Ramos, 2022).
4.3.1. Dietay ejercicio

El primer abordaje que se realiza en el sindrome metabdlico corresponde a la
modificacion en la dieta del paciente, con el propdsito de mejorar la sensibilidad de la
insulina y/o prevenir las anormalidad metabdlicas y cardiovasculares con la

disminucién del consumo de hidratos de carbono y de lipidos (Cruz-Campos, 2022).

Ademas, se indica de un aumento en la actividad fisica a realizar para
incrementar las pérdidas energéticas, mejorar la sensibilidad de la insulina y pérdida
de peso ademas de disminuir la lipogénesis (Cruz-Campos, 2022; Fragozo-Ramos,

2022).
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Figura 2. Mecanismo de accidén de la glucocinasa pancreatica. La glucosa es
transportada al interior de la célula beta pancreatica por medio de GLUTZ2, la cual es
fosforilada por la glucocinasa pancreatica. Lo que induce un incremento en la
producciéon de piruvato, que aumenta el ATP y disminuye el ADP intracelulares,
ademas los canales de potasio dependientes de ATP se cierran, provocando la
despolarizacion de la membrana, y el flujo de Ca?* extracelular hacia la célula, lo que
da lugar a la produccion y secrecion de insulina (Ashcroft y col., 2023; Ren y col.,

2022).
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4.3.2. Manejo farmacologico

Para el control de los niveles de glucosa en sangre se emplean diferentes tipos
de farmacos como los que inhiben a la dipeptidil peptidasa 4 (DPP-4), agonistas de los
receptores de péptido similar al glucagén tipo 1 (GLP-1), también otro farmaco
empleado es metformina por su efecto hipoglucemiante (Fahed y col., 2022; Fragozo-
Ramos, 2022) que pertenece al grupo de farmacos que sensibilizan la accion de la
insulina (en higado) y las tiazolidinedionas que sensibilizan en tejido periféricos (Zafar

y col., 2018).

Para el control del componente lipidico se pueden emplear farmacos con el
objetivo de inhibir la absorcién, anorexigenos y en el caso de ser un tratamiento de
caracter hipolipemiante estan las estatinas y los inhibidores del PCSK9; en caso de
requerir la disminucion de los niveles de los triglicéridos se recomienda los fibratos

(Fragozo-Ramos, 2022).

Finalmente, la opcién farmacoldgica para reducir la presion arterial de primera
linea es el inhibidor de la enzima convertidora de angiotensina (efecto antagonista del

recepto de angiotensina Il) (Fragozo-Ramos, 2022).
4.3.3. Desventajas del tratamiento farmacoldgico

Las reacciones adversas a los medicamentos (RAM) son efectos no deseados
producidos por la administraciéon de un medicamento que pueden impactar en la vida

de los pacientes (Sendekie y col., 2023).

Entre los efectos adversos graves de la terapia farmacoldgica empleada en

sindrome metabdlico para controlar el criterio lipidico estan: hepatotoxicidad,
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rabdomidlisis, pancreatitis, miopatia, etc.; ademas entre los efectos adversos regulares
pueden generar: cefalea, insomnio, nauseas y aumento en los niveles de ALT (alanina

transferasa) y AST (aspartato transferasa) (epocrates, 2023a).

Los medicamentos administrados para el control de la hipertension tienen
multiples efectos adversos en los que: falla renal, hepatotoxicidad, angioedema,
pancreatitis constituyen a los de caracter grave, y se debe afadir que también
presentan reacciones adversas regulares como: hipotension, fatiga, cefalea,

hipercalcemia entre otros (epocrates, 2023b).

Finalmente, el tratamiento empleado para el control de los niveles de
hiperglucemia presenta como efectos adversos graves: acidosis lactica, anemia
megaloblastica, hepatotoxicidad, trombocitopenia ademéas de efectos adversos

regulares como nausea, vomito e indigestion (epocrates, 2024).

Debido a lo mencionado con anterioridad, es importante el disefio, sintesis y
desarrollo de nuevo farmacos, tomando como base moléculas a las que la adicion de

grupos funcionales les confiera actividades bioldgicas de interés.
4.4. Bencimidazolonas

Los compuestos heterociclicos que contienen en su estructura &tomos de azufre,
oxigeno y nitrégeno, son de amplio uso en el desarrollo de agroquimicos, herbicidas,
pigmentos, asi como en la industria farmacéutica ya que presentan una amplia

variedad de actividades biolégicas (Ettahiri y col., 2019).

Las bencimidazolonas son compuestos quimicos obtenidos por la fusién entre un

anillo de imidazol con un anillo de benceno, los derivados han mostrado propiedades
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biolégicas como: antiinflamatoria, anticancerigena, antioxidante, antihistaminica,
inhibidora, antipsicoética, antipherglucemiante, ademas el nucleo de becimidazolona
forma parte de la estructura de los farmacos pimozida, ozatomida, entre otros (Ettahiri

y col., 2019).
4.4.1. Sintesis quimica de las bencimidazolonas

Se han reportado una amplia variedad de rutas de sintesis para obtener
derivados de bencimidazolonas, entre ellas la propuesta por Beyer y colaboradores en
2011, en la que a partir de la N-arilacion intramolecular de ureas obtuvieron
bencimidazolon-2-onas empleando KOH y DMSO (dimetilsulféxido), bajo estas
condiciones una gran variedad de grupos funcionales puede ser enlazados en

condiciones de 40° C (Beyery col., 2011).

Por su parte, Lukasik y colaboradores (2016) propusieron una ruta de sintesis de
1-arilbencimidazol-2-onas, en presencia de didxido de carbono, DMF y temperatura de
-65° C y posterior a temperatura ambiente, la cual es compatible con una gran variedad

de sustituyentes (Lukasik y Wrdbel, 2016).

Y la sintesis reportada por Wiriya y colaboradores en el afio de 2022, utiliza PPhs
(trifenilfosfina) y al 12 en conjunto con condiciones de DCM, 0° C y posterior a ello NEts
(trietlamina), temperatura ambiente para obtener bencimidazol-2-onas

monosustituidas (Wiriya y col., 2022).
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Figura 3. Ruta de sintesis de derivados de bencimidazolonas Se muestran
diferentes rutas para la sintesis de derivados de bencimidazolonas en las que tienen
diferentes condiciones de temperatura, tiempo, disolventes ademas de precursores
quimicos; KOH: Hidroxido de potasio; DMSO: Dimetilsulfoxido; CO2: Dibéxido de
carbono; DMF: N,N-Dimetilformamida; PPhz: Trifenilfosfina; DCM: Diclorometano;

Nets: Trietilamina (Beyer y col., 2011; Lukasik & Wrobel, 2016b; Wiriya y col., 2022).
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4.4.2. Actividades bioldgicas de las bencimidazolonas
4.4.2.1. Actividad antimicrobiana de las bencimidazolonas

Un grupo de derivado de bencimidazolonas arilsustituidas fueron disefadas,
evaluadas en una deteccién fenotipica contra el virus de inmunodeficiencia humana,
el estudio revel6 que ciertos derivados mostraron un potente efecto inhibidor contra la
transcriptasa inversa del virus, por lo que se pueden considerar como potenciales

farmacos antivirales (Pribut y col., 2019).

Otro trabajo realizado, consisti6 en el disefio, sintesis de un grupo de
bencimidazolonas N-sustituidas para su evaluacion in silico e in vitro para determinar
el potencial efecto antimicrobiano contra cepas de Staphylococcus aureus, Escherichia
coli y Pseudomonas auroginosa en el que sus resultados presentaron un potencial

efecto en contra de las cepas (Saber y col., 2020).
4.4.2.2. Actividad antioxidante de las bencimidazolonas

Por otra parte, en 2020 se realiz6 la evaluacion in vitro para determinar el efecto
antioxidante de dos derivados de bencimidazolonas, de los que mostraron una
actividad inhibitoria de la enzima xiantina oxidasa y dipeptil 4-peptidasa, por lo que se
concluyé que las moléculas podrian tener un efecto antioxidante (Tomovi¢ y col.,

2020).
4.4.2.3. Actividad antihipertensiva de las bencimidazolonas

Hasta el momento de la redaccion del presente trabajo no se han encontrado
reportes de la evaluacion de las bencimidazolonas con un efecto antihipertensivo. Sin

embargo, los bencimidazoles son una familia de moléculas que el nucleo de la
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estructura quimica ha sido reportado como base en la estructura de agente
antihipertensivos. En 2021 fue evaluado un conjunto de derivados de benzimidazoles
en un modelo in silico e in vivo, entre las moléculas con sustituyente flurofenil mostré
una significante disminucién de la presion arterial en el modelo in vivo con una
actividad antagonista al receptor | de angiotensina Il, ademas de atribuirle una
actividad antagonica en los canales tipo L de calcio, contribuyendo al mecanismo de

vasodilatacioén (Igbal y col., 2021).
4.4.2.4. Actividad antihiperglucemiante e hipoglucemiante de las bencimidazolonas

Respecto a la actividad hipoglucemiante, se evalu6 de un grupo de
bencimidazolonas disustituidas, de las cuales 3 moléculas presentaron una actividad
hipoglucemiante in vitro mediante cultivo celular la cuantificacion de la insulina

secretada por las células (Ahmad y col., 2002).

En el afio 2011, un equipo de trabajo disefid, sintetiz6 derivados de
bencimidazolonas para su evaluacién en un modelo in vivo de DM2, en el que se
determind la actividad moduladora y la expresion génica del receptor gamma activado
por proliferador de peroxisoma (PPAR y) empleando al farmaco de referencia
rosiglitazona, concluyendo que uno de los derivados mostré una eficacia equivalente

a rosiglitazona (Liy col., 2020).
4.5. Antecedentes de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona
4.5.1. Sintesis de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona

Entre los métodos de sintesis para el nacleo de bencimidazolona, se emplea de

precursores al anhidrido ftalico, azida de trimetilsilano (TMSA) y como solvente al
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tetrahidrofurano (THF), con el método de reflujo durante 30 horas, en el que posterior
la solucion se somete a condiciones de in vacuo hasta obtener un solido (Lopez y col.,

2016).

Por otra parte, 4FMZ puede ser obtenido sintetizando el nucleo y su posterior
alquilacién, la primera etapa consiste en utilizar el del método de microondas (20
minutos), y de precursores al anhidrido isatbéico y TMSA, ademas de N,N-
Dimetilformamida (DMF) como disolvente. Y para la monosustitucion del nacleo se
utiliza calor convencional (24 horas) y DMF como disolvente, el nucleo fue alquilado

con un bromuro de bencilo (Santos-Ballardo y col., 2023).
4.5.2. Evaluaciones in silico de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona

El derivado de bencimidazolona, con peso molecular de 296.26 g/mol se le
realizaron estudios predictivos en las plataformas SwissADMET, PASS y ADMETlab y
se obtuvieron los siguientes resultados: AG (kcal/mol) de -10.9 para la enzima de
glucosidasa pancreética, también aprobd todos los criterios de Lipinski, por ello tendria
una buena biodisponibilidad oral tedrica con una probabilidad moderada de generar

una actividad reguladora de los niveles de glucosa (Santos-Ballardo y col., 2023).
4.5.3. Evaluaciones in vitro de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona

La 4FMZ, también fue evaluada in vitro para determinar su potencial efecto en la
activacion de la glucocinasa pancreatica, en el que la molécula de interés mostré un
incremento de la actividad de la enzima de 2.86 veces en una concentracion de 100

png/mL y de 3.74 veces a 200 pug/mL respecto al control positivo de la prueba, por lo
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gue se considera un potencial candidato a farmaco hipoglucemiante (Santos-Ballardo

y col., 2023).

La 4FMZ ha mostrado resultados positivos en estudios previos a nivel in silico e
in vitro, mediante la diana terapéutica glucocinasa pancreatica, por lo que pudiera ser
una molécula con potencial efecto farmacoldgico en el tratamiento de las alteraciones

de los parametros del sindrome metabdlico.
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V. JUSTIFICACION

El sindrome metabdlico, caracterizado por presentar al menos tres alteraciones
cardiometabolicas, se considera un problema de salud publica a nivel mundial
mostrando una tendencia en aumento en la poblacion adulta, se estima que su
prevalencia en el mundo es del 20 al 40%, sin embargo, en México esta cifra asciende
a mas del 50% y en Culiacan ha sido reportado en un 54%. Ademas, el SMet esta
asociado en la progresion y desarrollo de diabetes mellitus tipo 2 y en la enfermedad
cardiovascular; por lo que es importante el control de las alteraciones metabdlicas para
evitar el desarrollo de complicaciones clinicas, por medio de cambios en el estilo de
viday el apoyo de tratamiento farmacoldgico, no obstante, los medicamentos presenta
efectos adversos, los que se pueden incrementar en pacientes con polifarmacia lo que
disminuye la calidad de vida del paciente; por ello toma relevancia la blusqueda de
nuevas dianas terapéuticas y el desarrollo de nuevos farmacos. En nuestro grupo de
trabajo se han disefiado y sintetizado derivados de benzimidazolona, como la N-(4-
triflurometil)bencilbencimidazolona, que ha demostrado tener resultados previos
favorables en estudios in silico e in vitro con la enzima glucocinasa; por lo tanto, el
presente proyecto contribuyé con la generacion de conocimiento sobre el perfil
farmacoldgico de un derivado de bencimidazolona en un modelo in vivo con alteracion

en los parametros del sindrome metabdlico.
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VI. HIPOTESIS

La administracion de la N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona disminuye las

alteraciones en los parametros de sindrome metabdlico en ratones C57BL/6N.
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VII.OBJETIVOS

7.1. Objetivo general

Sintetizar y evaluar el efecto farmacoldgico de N-(4-
trifulurometil)bencimidazolona sobre los parametros del sindrome metabdlico en

ratones C57BL6/N.
7.2. Objetivos especificos

7.2.1. Objetivo 1. Disefiar y optimizar una ruta de sintesis de calor convencional para

la obtencién de N-(4-trifulurometil)bencimidazolona.

7.2.2. Objetivo 2. Cuantificar el perfil bioquimico de ratones C57BL6/6N sobre los
pardmetros de sindrome metabdlico por la administracion de N-(4-

trifulurometil)bencimidazolona.

7.2.3. Objetivo 3. Determinar el efecto farmacolégico de  N-(4-
trifulurometil)bencimidazolona sobre el indice de riesgo aterogénico, indice de
Castelli | y el porcentaje de proteccion aterogénica en los ratones C57BL6/N que

presentan alteraciones relacionadas con sindrome metabdlico.

7.2.4. Objetivo 4. Evaluar el efecto farmacol6gico de N-(4-
trifulurometil)bencimidazolona sobre la presién arterial en los ratones C57BL6/N

gue presentan alteraciones relacionadas con sindrome metabdlico.

7.2.5. Objetivo 5. Estudiar el efecto de N-(4-trifulurometil)bencimidazolona sobre los
cambios histopatolégicos en higado y pancreas de ratones C57BL/6N que

presentan alteraciones relacionadas con sindrome metabdlico.
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VIIl. MATERIALES Y METODOS

8.1. Lugar de trabajo

El proyecto fue desarrollado en el Laboratorio de Investigacidon en Farmacia,
Farmacobiologia y Toxicobiologia en colaboracion con el Laboratorio de Quimica de
Productos Naturales y el laboratorio de Inmunogenética, los cuales forman parte de la
Universidad Autonoma de Sinaloa (UAS). Se conté con la colaboracion con del
Laboratorio de Investigacion 2 ademas del Laboratorio de Patologia, ambos
pertenecientes a la UAS; también con el Centro de Investigacion de Alimentos y
Desarrollo (CIAD) unidad regional Culiacan y el Centro de Graduados e Investigacion

en Quimica del Instituto Tecnoldgico de Tijuana.
8.2. Tipo de estudio y disefio experimental

El estudio realizado tuvo como caracteristica el ser descriptivo, comparativo,

experimental, longitudinal, asi como cuantitativo y cualitativo.

Para la primera etapa del proyecto, se realizd la estandarizacion de la ruta de
sintesis para N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona con técnicas de reflujo y calor
convencional y su caracterizacion con técnicas analiticas como: espectroscopia de
infrarrojo, cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas y resonancia

magnética nuclear de H!y C13,

La segunda etapa se desarrollé6 un modelo in vivo de dieta alta en grasa al 40%
en ratones macho C57BL6/N durante 16 semanas, con la finalidad de inducir
alteraciones en los pardmetros de sindrome metabdlico y evaluar farmacolégicamente

N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona (4FMZ), ademas cuantificar el perfil
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bioquimico (glucosa y perfil de lipidos), determinar el indice de riesgo aterogénico asi
como el indice de proteccion aterogénico de 4FMZ, medir la presion arterial, y evaluar

los cambios fisiopatolégicos de higado y pancreas.
8.3. Reactivos

Para la sintesis y purificacion de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona se
utilizaron los siguientes reactivos y disolventes: N,N-Dimetilformamida (DMF), Azida
de trimetilsilano (TMSA), anhidrido isatbico, éter dietilico anhidro; ndcleo de
bencimidazolona, N,N-Diisopropiletilamina (DIPEA), bromuro 4-(triflurometil)bencilo de
la marca de la marca Sigma-Aldrich de grado reactivo (ACS), tetrahidrofurano (THF),
acetato de etilo, diclorometano (DCM), grado ACS marca CTR Scientifc. Para la
purificacion por cromatografia en columna se us6 como fase mévil a los disolventes:
acetato de etilo y hexano ACS (CTR Scientific), como fase estacionara a gel de silice
60, 230-400 mesh de Sigma-Aldrich. La cromatografia de capa fina utilizé placas de

gel de silice 60 sobre soporte de aluminio con indicador F254.

Para el analisis del perfil bioquimico de los ratones C57BL6/N se utilizaron los
kits HDL Cholesterol fast, TG Color CPO/PAP AA y Colestat enzimatico AA todos de
la marca Wiener Lab. Finalmente, para el analisis histopatoldgico de tejido pancreatico
y hepatico se utilizaron: solucion de formaldehido (J. T. Baker) al 10%, parafina (Leica
Paraplast), alcohol al 96% (CTR Scientific), agua destilada, solucién de hematoxilina

de Mayer, tincion eosina-floxina, alcohol al 100% (CTR Scientific).
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8.4. Técnicas analiticas para la confirmacion de la sintesis

Las estructuras moleculares del ndcleo de bencimidazolona y de N-(4-
triflurometil)bencilbencimidazolona fueron confirmadas a través de técnicas analiticas
espectroscopicas y espectromeétricas. Los espectros de resonancia magnética nuclear
(NMR) de H!' y C*3 se obtuvieron en un espectrofotometro Bruker Avance |l de 400
MHz (Bruker, Alemania). La deteccion de los pesos moleculares se realiz6 empleando
un cromatografo de gases masas Varian Titan 4000 (CG-EM) (Varian, EE.UU). El
analisis de grupos funcionales fue realizado en un espectrofotometro de Infrarrojo
Agilent Excalibur acondicionado con un aditamento ATR (Agilent Technologies,
EE.UU.). Los puntos de fusién fueron determinados en el equipo USA Fisher-Johns
melting point 220 VAC, (Thermo Fisher, EE.UU). Ademas, se realiz6 la cromatografia
en capa fina para el monitoreo de la estandarizacion de la ruta de sintesis de N-(4-
triflurometil)bencilbencimidazolona y la identificacién inicial de los compuestos
sintetizados; utilizando placas de gel de silice 60 sobre soporte de aluminio con
indicador F254 con hexano y acetato de etilo como fase movil. Las placas se revelaron
en luz ultravioleta de 254 nm y 365 nm para su posterior andlisis visual (Marin-

Gonzalez, 2024).
8.5. Ruta de sintesis de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona

La sintesis del nucleo de bencimidazolona (1), se llevé a cabo utilizando una
solucion de anhidrido ftalico (1.0 mM, 1 eq.) en 30 mL THF provisto con agitacion
donde se agrego gota a gota TMSA (4.0 mM, 4 eq.), la cual se mantuvo a temperatura

de reflujo del solvente durante 30 horas. Posterior a ello, se elimind el solvente a
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presion reducida hasta la formacion de un soélido blanco, al que se le realiz6 lavados

con éter dietilico (5x25 mL) (Lopez y col., 2016) (Fig. 4).

1,3-dihidro-2H-benzo[d]imidazol-2-ona (1). Sdlido blanco. Rendimiento 95 %. P.F.
364-365 °C: FTIR-ATR, cm™: 3352, 3007, 1707, 1631 cm, 1482, 1196 cm™t. RMN
'H (400 MHz, DMSO) & 10.55 (s, 2H), 6.92 (s, 4H). RMN *3C (101 MHz, DMSO) &

155.7, 130.2, 120.9, 108.9. GC-MS (H*) m/z: 135 u.

La segunda etapa de sintesis fue la obtencibn de Ila N-(4-
triflurometil)bencilbencimidazolona, donde se utilizé el nacleo de la bencimidazolona
(1) (1.0 mM, 1 eq.) disuelto en 30 mL de DMF a temperatura ambiente, donde gota a
gota se le afiadié DIPEA (3.5 mM, 3.5 eq.) dejando reaccionar durante 5 min. Pasado
dicho tiempo, se agregd gota a gota 1-(bromometil)-4-(trifluorometil)benceno durante
24 horas a 70° C. Posterior a ello, se agreg6 acetato de etilo (15 mL), y se realizaron
dos lavados con agua fria (15 mL). La fase organica se sec6 con NaSOa4 y se elimind
el solvente a presion reducida hasta obtener un aceite amarillo. Por ultimo, se purifico
con cromatografia de columna empleando de fase movil hexano/acetato (7:3 v/v) para

obtener un sélido amarillo (Santos-Ballardo y col., 2023) (Fig. 4).

1-(4-(trifluorometil)bencil)-1,3-dihidro-2H-benzo[d]imidazol-2-ona. Solido amarillo.
Rendimiento 30 %. P.F. 185-188 °C; FTIR-ATR cm™: 3376, 1695, 1619, 1486, 1321,
1128. RMN 1H (400 MHz, CDClz-d) & 10.29 (s, 1H), 7.58 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.43 (d, J
= 8.1 Hz, 2H), 7.13 (d, J = 7.4 Hz, 1H), 7.11 — 7.02 (m, 1H), 7.06 — 6.97 (m, 1H), 6.83
(d, J=7.6 Hz, 1H), 5.15 (s, 3H). RMN 3C (101 MHz, CDCls-d). 5 155.82, 140.22, 130.1
(g, J = 32.0 Hz)129.87, 128.08, 127.54, 126.6, (q, J = 270.0 Hz)125.8 (q, J = 3.7 Hz)
122.09, 121.58, 109.95, 108.26, 44.05. GC-MS (H*) m/z: 293.2 u.
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Figura 4. Ruta de sintesis de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona. Es un proceso de dos etapas: 1) el anhidrido
ftalico (1) reacciona con MesSiNs en condiciones de relujo para obtener el nucleo de bencimidazolona (2). Etapa 2)
reacciona (2) con 4-(CFs3)BnBr y K2COs en calor convencional para obtener 4FMZ (3); Me3SiN: Azida de trimetilsilano;
THF: Tetrahidrofurano; ref: Reflujo; 4-(CF3)BnBr: 1-(bromometil)-4-(trifluorometil)benceno; K2COs: Carbonato de potasio;

DMF: N,N-Dimetilformamida.
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8.6. Animales de experimentacion

Se utilizoé un total de 12 ratones macho de la cepa C57BL6/N, comprados al
distribuidor Circulo ADN S.A. de C.V.; con edad de 4 semanas y peso inicial de 19.25
+ 1.52; que fueron mantenidos en jaulas de policarbonato con alimento LabDiet 5001
el grupo dieta estandar (ver anexo 1), los grupos control y tratamiento con dieta alta
en grasa al 40% y agua ad libitum. En un ambiente controlado con periodos de luz-

oscuridad de 12 horas cada uno y temperatura de 23 + 2° C.
8.6.1. Consideraciones bioéticas

El proyecto se sometid ante la evaluacion del Comité Cientifico y Etico de
Investigacion de la Facultad de la Nutricion y Gastronomia, ademas siguid los
lineamientos establecidos en la Norma Oficial Mexicana para la produccion, cuidado y

uso de los animales de laboratorio (NOM-062-Z0O0-1999).

8.7. Induccién de alteraciones en los parametros del sindrome metabdlico

mediante dieta alta en grasa

Se utilizaron 12 ratones de la cepa C57BL/6N machos, de 4 semanas de edad
para un modelo de dieta alta en grasa al 40%, posterior a la aclimatacién (7 dias) se
distribuyeron en 3 grupos con una n=4 en cada uno y se colocaron en jaulas de

policarbonato.

Los tres grupos experimentales fueron: DE (control sano) que fue alimentado con
Labdiet 5001, mientras que el grupo DAG (control de alteraciones del SMet) y el grupo
3F (tratamiento) consumieron dieta alta en grasa al 40%, los tres grupos tuvieron el

alimento y agua ad libitum. Adicionalmente, al grupo 3F se le administré una vez al dia
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por via oral desde la semana 10 hasta la semana 16, una dosis de 100 mg-kg?

(vehiculo fue polietilenglicol 15% + agua esteéril).
8.8. Calculo de la masa corporal

Para la medicion de la masa corporal se determiné una vez por semana a partir
de la cuarta semana del modelo in vivo utilizando la bascula Rhino®BAPRE-3 y se
tomo registro del resultado mostrado por ratdén, con los datos obtenidos se calculo la
masa corporal promedio por grupo experimental, que fue expresada en gramos (Q)

(Plazas Guerrero y col., 2021).
8.8.1. Determinacién del tejido adiposo abdominal

Para determinar el porcentaje del tejido adiposo posterior al sacrificio de los
ratones, se realiz0 la extraccion del tejido adiposo (cavidad toracico-abdominal) y se
peso6 con la balanza Bapre-3, Rhino y fue registrado. Posterior a ello, se calcul6 con

base a la siguiente formula (Acosta-Cota, 2019):

% en peso del tejido adiposo = ( g de tejido )X 100

g de masa corporal
8.9. Medicion de glucosa en sangre periférica

Se realiz6 medicion de glucosa en sangre periférica una vez a la semana a partir
de la semana 4 del modelo para la induccion de alteraciones en los parametros de
sindrome metabdlico. Siguiendo la metodologia reportada por Garcia-Rocha y
colaboradores en 2023 con modificaciones, todos los grupos experimentales se
sometian a un ayuno de 6 horas, posterior a ello se realizé una puncion en la cola del
ratén, y con un glucometro Accu-Check® Instant se midié el nivel de glucosa, el

resultado se expres6é como mg-dL* (Garcia-Rocha y col., 2023).
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8.10. Medicion de la presién arterial

Para medir la presion arterial sistolica (PAS), presion arterial diastdlica (PAD) y
obtener la media de la presion, con la técnica no invasiva de brazalete en la cola por
medio de un equipo CODA® High Troughput System Kent Scientific. Se utilizé la
metodologia reportada por Delle y colaboradores en 2023 con modificaciones, para
ello los ratones tuvieron 3 semanas de entrenamiento previos a la medicion para

obtener los resultados (Delle y col., 2023).

Se coloco el brazalete de oclusion cerca de la base de la cola del raton y el
brazalete VPR. Se realizaron 15 mediciones por ratdén, aquellas mediciones que
fluctuaban fueron descartadas. Los valores obtenidos se expresaron en mm/Hg (Delle

y col., 2023).
8.11. Cuantificacion del perfil de lipidos
8.11.1. Medicién de los niveles séricos de triglicéridos (TG)

Los niveles séricos se cuantificaron siguiendo la metodologia reportada por el
fabricante, mediante el método enzimatico colorimétrico (GOD-PAP) en el que se
utilizé un kit comercial (TG Color) de la marca Wiener Lab siguiendo las instrucciones
del fabricante. En este método, los TG presentes en la muestra se hidrolizaron por la
enzima lipoproteinasa por lo que se liberd glicerol y acidos grasos. El glicerol se
fosforilé por la accion de la enzima glicerol cinasa, posterior a ello, el glicerol-1-fosfato
se oxid6 a dihidroxiacetona fosfato por la enzima glicerol fosfato oxidasa, que ademas
produjo peroxido de hidrogeno. Posteriormente, el perdxido de hidrégeno reaccioné

con 4-aminoantipiriina y clorofenol y produjo a través de la enzima peroxidasa, un
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compuesto coloreado nombrado quinoeimina. Se considera la cantidad de quinoeimina
proporcional a la concentracién de TG en la muestra. Las pruebas se realizaron por
duplicado y las absorbancias se midieron en un espectrofotdmetro modelo MICROLAB
300 (ELITechGroup) en una longitud de onda de 505 nm. Los resultados se expresaron

como mg-dL™.
8.11.2. Medicién de los niveles séricos de Colesterol total (CT)

Los niveles séricos de CT se cuantificaron por medio un método enzimatico
colorimétrico empleando el kit comercial Colestat enzimatico AA marca Wiener lab,
siguiendo las instrucciones del fabricante. Posterior a la hidrolisis enzimatica de los
esteres de colesterol por accion de la enzima colesterol esterasa, produciendo acidos
grasos y colesterol, este ultimo se oxido al ser catalizado por colesterol oxidasa,
finalmente el peréxido de hidrogeno que se formo, reaccioné con el fenol y la 4-
aminoantipirina, en presencia de peroxidasa formé quinoneimina roja. Las pruebas se
realizaron por duplicado y las absorbancias obtenidas se midieron con un
espectrofotometro MICROLAB 300 de la marca ELITechGroup, a una longitud de onda

de 505 nm. Los resultados se reportaron como mg-dL™2.
8.11.3. Medicion de los niveles séricos de HDL-c

La cuantificacion de los niveles séricos de HDL-c se determinaron con el método
colorimétrico homogéneo con el kit HDL Cholesterol fast de la marca Wiener siguiendo
las instrucciones del fabricante. Las lipoproteinas LDL, VLDL y las fracciones de
quilomicrones por la accion de las enzimas colesterol oxidasa y catalasa, generaron
productos incoloros de LDL, VLDL y quilomicrones, posterior a ello, un agente

especifico detuvo la accion de catalasa y un detergente solubilizo al HDL, por lo que
38



Dieta estandar —
S .

)
HDL
DE cT
VLDL
‘ Dieta alta en grasa 40% Lipidos totales
D] (séricos)
DAG IRA
- - - . — IC1
‘ Dieta alta en grasa 40% N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona IPA (%)
’ Tejido adiposo
3F o,
100 mg-kg" } Masa corporal | (./;’)
Administracién oral Higado
Glucosa Pancreas
Raton C57BL/6N (Tincién H&E)
Macho 1 1 l 1 l 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
n=4 clu ] 1 1 T 1 1 ] ] 1 T T 1 ] T T T 1 _
19.25+152g O 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 M 12 13 14 15 16 +— Presion arterial
4 semanas Semana

Alimento y agua ad fibitum

Figura 5. Modelo de induccidon de alteraciones en los parametros del sindrome
metabdlico. 12 ratones macho C57BL/6N (peso inicial = 19.25 + 1.52 g y 4 semanas
de edad) se distribuyeron en 3 grupos: DE (control sano) alimentado con dieta
estandar, DAG (control de las alteraciones del SMet) alimentado con dieta alta en
grasa al 40% y 3F (tratamiento) alimentado con dieta alta en grasa 40% con
administracion de 4FMZ por via oral 100 mg-kg* en una dosis diaria desde la semana
10. Se monitoreo la masa corporal y glucosa en sangre periférica una vez por semana.
En la semana 16 se midio la presion arterial (PAS, PAD y media). Se obtuvo posterior
al sacrificio, muestras sanguineas para cuantificar el perfil lipidico (TG, HDL-c, CT,
VLDL vy lipidos totales) y se determind el indice de riesgo aterogénico (IRA), indice de
Castelli 1 (IC 1) de todos los grupos experimentales y el indice de proteccion aterogénica
del grupo 3F. Se determiné el porcentaje del peso de tejido adiposo y se realizé las

tinciones de hematoxilina & eosina al tejido hepatico y pancreatico.
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reacciono con colesterol esterasa y colesterol oxidasa, y es liberado colesterol-

4-en-3-ona y peroxido de hidrogeno.

El peréxido de hidrogeno reacciond N-etil-N-(2-hidroxi-3-sulfopropil)-3-toluidina
disodica y 4-amino antipirina, lo que provoca un desarrollo de color. Las pruebas se
realizaron por duplicado y las absorbancias se midieron en el espectrofotometro
MICROLAB 300 (ELITechGroup) a una longitud de onda de 540-600 nm. Los

resultados se expresaron en mg-dL™2.
8.12. Calculo del indice de riesgo aterogénico y el indice de Castelli |

Se calculé el indice de riesgo aterogénico (IRA), el indice de Castelli | (OrSoli¢ y
col., 2019) ademas del indice de proteccion aterogénica de 4FMZ (Heredia, 2023),
utilizando los resultados del perfil de lipidos (triglicéridos, HDL-c, colesterol total) de

cada grupo experimental.
8.13. Indice de riesgo aterogénico

Se calculé utilizando los resultados del colesterol total ademas del HDL-c de los

tres grupos experimentales, a los que se les aplico la siguiente formula:

CT — HDLc

IRA =
HDLc

Donde: CT es colesterol total, HDLc es colesterol de lipoproteina de alta densidad
(Or3oli¢, Jurcevic, y coll., 2019).
8.14. indice de riesgo de Castelli | (IRC )

Se calculé empleando los resultados de colesterol total y el HDLc de los niveles

séricos mostrados por los tres grupos experimentales, utilizando la formula:
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IRCI =

HDLc
Donde: CT es colesterol total, HDLc es colesterol de lipoproteina de alta densidad
(Orsoli¢, Jur€evic, y col., 2019).
8.15. Calculo del indice de proteccion aterogénica

El porcentaje de proteccién aterogénica del grupo tratamiento, se determiné
utilizando el IRA del grupo control con alteracién en los parametros del sindrome

metabdlico y el IRA del grupo tratamiento en la siguiente férmula:

IRA control SMet — IRA tratamiento
IRA control SMet

% de proteccion =

Donde, AC control SMet corresponde al grupo DAG, y el AC tratamiento es el del

grupo 4FMZ (Heredia, 2023).

8.16. Procesamiento histoldgico y tincion de hematoxilinay eosina de higado y

pancreas

El higado y pancreas se obtuvieron posterior al sacrificio, se almacenaron en
formalina al 10% en tubos Eppendorf de 15 mL en condiciones de oscuridad y
temperatura 23 + 2° C, después las muestras se prepararon por medio de fijacion e
inclusion siguiendo los lineamientos del manual de métodos histotecnologicos del
Instituto de Patologia de las Fuerzas Armadas de los Estados Unidos de América.
Primeramente, se realizaron cortes longitudinales en un casete de fijacion para
parafina, posterior a ello, las muestras se deshidrataron y aclararon siendo sumergidas
las muestras en alcohol absoluto durante 14 horas, posterior se sumergieron en xilol

absoluto por 2 horas y al finalizar en parafina a 65° C (AFIP, 1992).
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Los casetes de fijacibn para parafina después del proceso de
deshidratacién/aclaramiento, se colocaron en el incluidor de tejidos Leica® EG1150H;
en el que se adicion6 parafina (Leica® Paraplast) en estado liquido hasta que se cubri6
el exterior e interior del casete en su totalidad. Al finalizar el proceso de inclusion en
parafina, en una placa fria Leica® EG1150 C a 4° C el casete fue solidificado, posterior
a ello se retir6 del bloque de parafina del interior del casete, se realizé un corte de 3
micras empleando un microtomo Leica® RM 2145, a continuacion, las tiras de las
muestras fueron colocadas en un bafio de flotacién Leica® HI1210 con agua destilada

para su extension (Acosta-Cota, 2019).

Se recolectaron las muestras en portaobjetos, para eliminar el exceso de parafina
se llevaron a un horno BINDER® a 60° C, después de llevar a cabo el proceso de
desparafinado se procedi6 con la tincion de hematoxilina y eosina (H&E) (Acosta-Cota,

2019).
8.16.1. Tincién de muestras con tincion de hematoxilina y eosina

Para la tincion con hematoxilina y eosina, se siguio la metodologia reportada en
el manual de métodos histotecnoldgicos del Instituto de Patologia de las Fuerzas
Armadas de los Estados Unidos de América. La muestra primeramente fue
desparafinada, posteriormente se hidraté por medio de bafios en soluciones de xileno,
alcohol absoluto (96%) y agua destilada. Se realizo la tincion de hematoxilina de Mayer
[50 g de alumbre de potasio, 1 g cristales de hematoxilina, 0.2 g yodato de sodio, 1 g
de acido citrico, 50 g hidrato de cloral, 1000 mL de agua destilada durante 8 minutos.
Lo siguiente a realizar fue lavar la muestra con agua corriente por un 1 minuto,
posteriormente, con agua destilada y para finalizar se sumergio en etanol (80%) en
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presencia de la solucién de eosina-floxina (1 g floxina B, 100 mL agua destilada; 780
mL etanol al 96%, 4 mL &cido acético glacial) durante 2 minutos (AFIP, 1992). Después
se contrasto en la solucion de eosina-floxina, ademas se deshidrato y aclarard por
medio de dos cambios de 2 minutos cada uno en etanol al 96%, etanol absoluto y
Xileno (AFIP, 1992), para finalizar sé monté en un medio resinoso para observar las
muestras con la utilizacion del microscopio ZEISS Primo Star LED (Acosta-Cota,

2019).
8.16.2. Andlisis histopatoldgico de muestras de higado y pancreas

El analisis histolégico se realiz6 por duplicado de al menos 40 campos a 10X y
40X, acorde a lo reportado por Plazas-Guerrero y colaboradores en 2021 y Quifionez-
Bastidas, y colaboradores en 2022 con algunas modificaciones. Los resultados se
presentaron como imagenes representativas a 10X y 40X, indicando los cambios
histopatoldégicos mas importantes que sean presentados por la mayoria de los
individuos de los grupos experimentales (Plazas Guerrero y col., 2021; Quifionez-

Bastidas y col., 2022).
8.17. Andlisis estadistico

Con los datos recabado del modelo in vivo de medicién de glucosa, cuantificacion
del perfil lipidico y medicién de la presion arterial (PAS, PAD y media), indice de riesgo
aterogénico e indice de Castelli I, se cre6 una base de datos en Microsoft Excel version
21, la cual se exportdé a GraphPad version 8 en el que se realiz6 una prueba de
normalidad Shapiro-Wilks o Kolomorov-Smirnov determinado por el nUmero de datos
empleado. Ademas, la base de datos se exportd a RStudio version 4.2.2 y se realiz6

una prueba de Levene para determinar la igualdad de varianza entre grupos. Los
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valores analizados se reportaron con la media + desviacion estandar y en los analisis

estadisticos se tomé como significancia estadistica a p<0.5.

Los resultados fueron analizados en GraphPad version 8, para la glucosa y el
perfil de lipidos, indice de riesgo aterogeénico e indice de Castelli I, se realiz6 el analisis
de varianzas de una via (ANOVA); por otra parte, los resultados de la presion arterial
(PAS, PAD y media) y el porcentaje de tejido adiposo se analizé con Kruskar-Wallis.
Para todos los casos, se emple6 como prueba pos hoc de Tuckey y se tom6 como

significancia estadistica una p<0.5.
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IX. RESULTADOS

9.1. Sintesis de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona

Para llegar a obtener 4FMZ, se estandariz6 una ruta de sintesis, optimizando
condiciones de reaccién tales como: precursor, disolvente, tipo de base y temperatura.
El camino a la obtencion de 4FMZ, consistié en dos etapas; 1) sintesis de 1,3-dihidro-
2H-benzoimidazol-2-ona (2) y 2) sintesis de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazol-2-

ona (3) (fig. 6).

Basados en los estudios previos de nuestro grupo de trabajo, se realizo la primera
etapa, mediante sintesis convencional a temperatura de reflujo del solvente, como
primer cambio significativo se realiz6 la modificacion del reactivo precursor de
anhidrido ftalico por anhidrido isatéico con ello se aument6 el tiempo de reaccion de
30 horas a 72 horas. Otro cambio significativo, fue el disolvente empleado
tetrahidrofurano (THF) por N,N-Dimetilformamida (DMF), con el propésito de aumentar
la solubilidad del precursor. A su vez, la azida de trimetilsilano (TMSA) se mantuvo con
un exceso de 4.0 eq. con respecto al anhidrido. Posterior a la finalizacién de la
reaccion, en condiciones in vacuo la solucion se precipitd y purific al realizar lavados

con éter dietilico anhidro (2x25 mL) (Cuadro 1).

En la segunda etapa de reaccion, se obtuvo la  N-(4-
triflurometil)bencilbencimidazolona, a partir de la mono N-alquilacion de 1,3-dihidro-
2H-benzoimidazol-2-ona con 1-(bromometil)-4-(trifluorometil)benceno. Como primer
pardmetro a evaluar, se inicié con la seleccion del disolvente comenzando con THF,

no obstante, este no logré disolver el precursor, manteniendo el uso DMF hasta un
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volumen adecuado hasta su solubilidad total, cantidad mayor respecto a la sintesis

previa reportada.

Como segundo parametro, se evaluo el efecto de bases inorganica y organicas
sobre la reaccion, iniciando con la base inorganica carbonato de potasio (K2COs) como
se habia reportado previamente, sin embargo, se favorece la obtencion del producto
disustituido sobre el monosustituido compuesto de interés en el proyecto (4FMZ).
Optando asi, por evaluar bases organicas menos fuertes como: trietilamina (TEA) y
N,N-Diisopropiletilamina (DIPEA), donde el uso de TEA no generd la molécula de
interés mientras DIPEA si fue capaz de generar a 4FMZ, esto debido a que TEA no es
una base tan fuerte que logrard desprotonar efectivamente al hidrogeno unido al

nitrdgeno del bencimidazolona (Cuadro 2).

La optimizacion que correspondié al precursor bromuro 4-(triflurometil)bencilo,
fue la disminucion de equivalentes respecto al esquema previo de 1 eq a 0.8 eg. La
altima modificacion realizada en el esquema de sintesis fue un incremento en la
temperatura de 70° a 80° C, en el que se mantuvo el tiempo de reaccion a 24 horas

(Cuadro 2).

Finalmente, se purificd por medio de cromatografia en columna, con gel de silice
como fase estacionaria, en la fase movil se emplearon al hexano y acetato de etilo

(6:4).

46



H
N>=
H O
O Me3SiN3 N 4-(CF3)BnBr N
— Q0 >
/J\O DMF, reflujo N DIPEA, DMF, 80°, F
N 72 h H 24 h F

F
(1) (2) (3)

Figura 6. Esquema de sintesis de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona. Se muestran las dos etapas de sintesis,
asi como las condiciones establecidas para cada una de estas; etapa 1): Obtencion del nicleo de bencimidazolona (2) por
medio de relujo y en la etapa 2): Se sintetiza 4FMZ en condiciones de calor convencional; MesSiNs: Azida de trimetilsilano;

DMF: N,N-Dimetilformamida; DIPEA: N,N-Diisopropiletilamina; 4-(CF3)BnBr: 1-(bromometil)-4-(trifluorometil)benceno.
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Cuadro 1. Modificaciones en las condiciones de la ruta de sintesis de 1,3-dihidro-2H-

benzoimidazol-2-ona

Condiciones iniciales

Condiciones finales

Método de reflujo

Anhidrido ftalico

TMSA

THF

Eter dietilico anhidro

30 h Método de reflujo 72 h
3.5eq Anhidrido isatoico 1 eq
4 eq TMSA 4 eq
DMF 25 mL
4x5 mL Eter dietilico anhidro 2x25 mL

MesSiNs: Azida de trimetilsilano; THF: Tetrahidrofurano; DMF: N,N-Dimetilformamida.
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Cuadro 2. Modificaciones en las condiciones de la ruta de sintesis de N-(4-

triflurometil)bencilbencimidazolona

Condiciones iniciales Condiciones finales

Método de calor convencional 70° C Método de calor convencional 80° C

4-(CF3)BnBr 1EQ 4-(CFs)BnBr 0.8 EQ
K2COs 1EQ DIPEA 1.5 EQ
DMF 5mL DMF 35mL

4-(CF3)BnBr: 1-(bromometil)-4-(trifluorometil)benceno; K2COs: Carbonato de potasio;

DMF: N,N-Dimetilformamida; DIPEA: N,N-Diisopropiletilamina.
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9.2. Confirmacion de la estructuras del nucleo de bencimidazolona y N-(4-

triflurometil)bencilbencimidazolona

La confirmacion estructural del ndcleo de bencimidazolona se realizo a través de las
técnicas espectroscopicas FTIR-ATR y RMN. El espectro de infrarrojo determiné las
vibraciones de los principales grupos funcionales pertenecientes a la molécula,
sefiales observadas en cm, donde en 3402 la vibracién de estiramiento N-H, en 3191
el estiramiento C=C-H, en 1603 cm™ el estiramiento C=0, en 1510 la vibracién del
enlace C-N, en 1406 cm™ la vibracion C=C y por ultimo en 1027 la sefal de

estiramiento C-O (Fig. 7).

El espectro de RMN-H! para 2 mostré a 10.55 ppm un singulete que integra para
los dos hidrégenos unidos a los nitrdgenos presentes en el anillo de imidazol, ademas
de un singulete 6.92 ppm que muestra en un mismo ambiente quimico los cuatro
hidrogenos presentes en el benceno (Fig. 8). Correspondiente al espectro de RMN 3C,
en 155.7 ppm se observo el carbonilo, ademas de tres sefiales distintas para los
carbonos del benceno, en 130.2 ppm los dos carbonos cuaternarios, asi como 120.9

y 108 ppm dos sefiales que integran para los cuatro carbonos restantes (Fig. 9).

Por dltimo, se realizd, la caracterizacion espectrométrica mediante GC-MS
modalidad positiva, donde en un tiempo de retencion de 17 minutos, se logr6 observar

el ion cuasimolecular con una m/z = 135.2 UMA (1A) (Fig. 10).
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Figura 7. Espectro de TF-IR de 1,3-dihidro-2H-benzoimidazol-2-ona. Se presentan

las sefales de grupos funcionales del nucleo de bencimidazolona.
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Figura 8. Espectro de RMN 'H de 1,3-dihidro-2H-benzoimidazol-2-ona. Se muestran las sefiales del nlcleo de

bencimidazolona presentados por los hidrégenos del imidazol y anillo de benceno.
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Figura 9. Espectro de RMN 13C de 1,3-dihidro-2H-benzoimidazol-2-ona. Se presentan las sefiales del nlcleo de

bencimidazolona correspondientes a los carbonos del imidazol y anillo de benceno.
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Figura 10. Cromatograma de GC-MS de 1,3-dihidro-2H-benzoimidazol-2-ona. Se

muestra el tiempo de retencion del nucleo de bencimidazolona y el ion cuasimolecular.
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Similar a 2 se realiz0 la caracterizacion de 4FMZ (3). En el espectro de FTIR-ATR
se observaron las vibraciones correspondientes a los grupos funcionales presentes:
en 3376 cm el estiramiento N-H, en 3066 cm™ el estiramiento C=C-H aromatico, en
2958 cm'! la vibracién C-H alifatico, en 1695 cm el estiramiento C=0, en 1619 cm™ el
estiramiento de C-N, en 1486 cm |a vibracién correspondiente al enlace C=C, en 1321

cm? el estiramiento C-F y por Gltimo la vibraciéon C-O en 1120 cm™* (Fig. 11).

En el espectro de RMN H?! se observé como sefial confirmatoria de la obtencién
del compuesto monosustituido la presencia del singulete en 11.01 ppm que integra
para el hidrogeno unido a nitrogeno en el anillo de benzoimidazolona, el metileno
bencilico en 5.12 ppm y el sistema A2Bzen 7.58 y 7. 43 ppm con J= 8.2 Hz. Por su
parte, los hidrégenos arométicos del benzoimidazolona se observaron como cuatro
sefales distintas, un doblete en 7.13 ppm con J= 7.4 Hz integrando para un hidrégeno,
dos tripletes traslapados integrando para un hidrogeno respectivamente, y un doblete

en 6.83 ppm J= 7.4 Hz que integra para el hidrégeno restante (Fig. 12).

El espectro de RMN 3C de 3, debido al spin magnético mostrado en los tres
atomos de fluor incorporados en el fragmento bencilico, se lograron observar
acoplamientos a uno, dos y tres enlaces con multiplicidad de cuadrupletes en 126.6,
130.1 y 125.8 ppm con J= 270.0 Hz, J= 32.0 Hz y J= 3.7. Hz respectivamente. Las
sefales restantes del anillo se observaron en 140.2 y 127.5, el metileno bencilico en
44.1 ppm. Las sefales del nucleo de benzoimidazolona se observaron en 155.7 ppm
para el carbonilo, los carbonos aromaticos se ubicaron en 129.9, 128.1, 1221.1, 121.6,

110.0 y 108.3 ppm (Fig. 13). El cromatograma de gases correspondiente a 4FMZ
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presentd una sefial (1A) con tiempo de retencién de 25 minutos, y en el espectro de

masas se observo la masa del ion cuasicular con m/z = 293.1 UMA (1A) (Fig. 14).

9.3. Efecto de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona sobre la masa

corporal

Se cuantificé la masa muscular en dos etapas, siendo la primera de la semana 4
a la 9 solo con consumo de dieta y en la segunda correspondi6 de la semana 10 a la
16 y se implementé el tratamiento con la 4FMZ, por lo que se evalud el efecto del
tratamiento de la 4FMZ de la semana 11 a la 16. En la primera etapa se observo el
grupo dieta alta en grasa (DAG) fue el que mostr6 la mayor cantidad de masa corporal
en comparacion al grupo dieta estdndar (DE) y grupo tratamiento (3F), obteniéndose
resultados estadisticamente significativos en las semanas 4 y 5 al ser comparado el
grupo DAG con el grupo 3F (26.05+1.29gvs23.5+1.25(¢; 26.7+1.73gvs 23.8
1.36 g respectivamente), por otra parte, hasta la semana 9 se mostré diferencia
estadisticamente significativa entre DAG y DE (29.4 £ 2.37 g vs 25.9 + 1.04 g). Mientras
que los grupos DE y 3F no mostraron diferencias significativas, por lo que la masa

corporal entre ellos fue similar (Fig. 15).

En la segunda etapa, con la administracion de 4FMZ, se observé que el grupo 3F
desde la semana 10 hasta la semana 13 mostraron diferencias estadisticamente
significativas con el grupo DAG (26.9 £1.71gvs 30.4£1.97g; 26.9+2.15gvs 31.2 +
2.3;27.9+2.20vs 32.7 £2.95Qg; 27.2 £ 0.69 g vs 32.2 + 3.47 g respectivamente) con
una menor masa corporal que DAG; lo que representd una disminucion del 11.51% al

15.53% de la masa corporal (Fig. 15).
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Figura 11. Espectro de TF-IR de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona. Se

presentan las sefiales de grupos funcionales caracteristicos de 4FMZ.
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correspondientes a los hidrogenos del imidazol y anillo de benceno y una amplificacion de la region aromatica del espectro.
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Figura 13. Espectro de RMN 3C de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona. Se muestran las sefales de 4FMZ

correspondientes a los carbonos del imidazol y anillo de benceno ademas de una amplificacién de region del espectro.
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Figura 14. Cromatograma de GC-MS de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona.

Se observa el tiempo de retencion de 4FMZ y el ion cuasimolecular correspondiente al

derivado de bencimidazolona.
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Ademas, desde la semana 10 hasta la semana 16 el grupo DE mostro resultados
estadisticamente significativos, ya que presentaron una masa corporal menor que el
grupo DAG (27.4 £0.94vs 31.2+2.309; 27.6 £090gvs 32.7+2.95(; 27.1£0.69¢
vs 32.2+347Q9;27.3+1.569gvs31.7+£2.860Q;27.5+0919gvs33.6+4.09qg;27.3=
1.29 g vs 34 £ 4.40 g respectivamente). Por lo que en las semanas de la segunda
etapa el grupo DE mostré una disminucién de la masa corporal de 11.18 al 19.71%
respectivamente. Sin embargo, entre los grupos 3F y DE posterior del inicio de la
administracion de la molécula no se mostraron resultados estadisticamente

significativos, por lo que la masa corporal entre los grupos era similar (Fig. 15).
9.4. Cuantificacién del perfil bioquimico del modelo de dieta alta en grasa
9.4.1. Efecto de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona sobre la glucosa

La determinacion de glucosa en sangre se realizé en dos etapas, de la misma
forma a como se planteé en la determinacion de masa corporal. La medicion de
glucosa semanal desde el inicio y hasta el final de la primera etapa mostraron que el
grupo dieta alta en grasa, presentd un nivel de glucosa mas elevado que los otros
grupos experimentales DE y 3F. Los resultados fueron estadisticamente significativos
en las semanas 6 en los grupos DE y DAG (122 + 13.45 mg-dL1vs 166 + 17 mg-dL™),
en la semana 7 entre 3F y DAG (126 + 17.37 mg-dL?vs 175 + 16.82 mg-dL"1) en
ambas semanas DAG mostro los niveles méas elevados de glucosa 36.07% y 38.89%
respectivamente; en cuanto a los grupos DE y 3F no presentaron diferencias
significativas entre ellos, durante toda la primera etapa (de la semana 4 a la semana

10) por lo que sus niveles de glucosa fueron similares (Fig. 16).
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Figura 15. Efecto de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona sobre la masa

corporal. Se presentan las comparaciones del efecto del tratamiento (100 mg-kg* via
p.o.) administrado una vez al dia, sobre la masa corporal evaluada una vez a la
semana desde la semana 4 hasta la semana 16 en el grupo tratamiento (3F), DE
(control sano) y DAG (grupo con alteraciones metabdlicas); el area lila representa las
semanas con administracion de 4FMZ; *, p<0.05 DE vs 3F; #, p<0.05 DAG vs 3F; &,

p<0.05 DAG vs DE.
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Durante la etapa 2 (semana 10 a semana 16) se encontré que el grupo DAG
mostro niveles de glucosa elevados desde la semana 10 y hasta la 16 (finalizacion del
modelo), que mantuvo una tendencia en aumento desde la semana 4. En los cuales
tuvo diferencias estadisticamente significativas (el grupo DAG) con el grupo DE en la
semana 10, 11,15y 16 (166 +6.18 mg-dL1vs 131 + 25.29 mg-dL™!; 203 + 23.32 mg-dL-
lvs 132 + 9.15 mg-dL?%; 173 + 15.91 mg-dL* vs 149 + 40.31 mg-dL; 186 + 11.10
mg-dL1vs 150 + 13.40 mg-dL! respectivamente) mostrando un nivel de glucosa mas

elevado en 26.72% al 53.79%, con relacion a las semanas con significancia (Fig. 16).

Respecto al grupo 3F, en las semanas 11, 12, 13 y 16 mostré diferencias
significativas en relacién con el grupo DAG (141 + 9.54 mg-dL*vs 203 + 23.32 mg-dL"
1:151+14.38 mg-dLvs 185 +8.86 mg-dL*; 148 + 6.65 mg-dLvs 189 + 23.45 mg-dL"
1:142 +8.41 mg-dL1vs 186 + 11.10 mg-dL"1) con un nivel de glucosa menor en 18.38%
al 30.54% que el grupo con alteraciones metabdlicas, lo que se le pudiera atribuir a la
accion de 4FMZ ademas los niveles de glucosa fueron similares a los del grupo DE

(control sano) (Fig. 16).
9.4.2. Efecto de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona sobre el perfil lipidico

Al cuantificar el perfil de lipidos de los grupos experimentales se obtuvo que el
grupo de dieta alta en grasa (DAG) fue quien presento los niveles mayores en todos
los lipidos evaluados, mientras que al grupo que se le administré 4FMZ tuvieron los

niveles mas bajos del perfil de lipidos (excepto por HDL-c) (Fig. 17).
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Figura 16. Efecto de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona sobre la glucosa.
Se muestran las comparaciones del efecto del tratamiento (100 mg-kg™* via p.o.)
administrado una vez al dia, sobre el nivel de glucosa en sangre periférica evaluado
una vez a la semana desde la semana 4 hasta la semana 16 en el grupo tratamiento
(3F), DE (control sano) y DAG (grupo con alteraciones metabdlicas); el area lila
representa las semanas con administracion de 4FMZ; *, p<0.05 DE vs 3F; #, p<0.05

DAG vs 3F; &, p<0.05 DAG vs DE.
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El nivel de colesterol total (CT) del grupo tratamiento fue 58.5 + 6.19 mg-dL*
siendo menor que el valor del grupo dieta alta en grasa (DAG) 125.9 + 0.85 mg-dL,
presentando un resultado significativo, tuvo una disminucion del CT en un 53.3% lo
gue se le puede atribuir al efecto de 4FMZ. Ademas, al compararse 3F con el grupo
DE (65.4 + 4.38 mg-dL?!) se observé un valor similar de CT, el cual mostré una
disminucién del 10.55%. No obstante, los grupos DAG y DE, tienen una diferencia

significativa en sus valores, siendo DE un grupo con menor nivel de CT (Fig. 17A).

Los valores de TG en los tres grupos mostraron una tendencia similar al de los
resultados de CT, ya que el grupo 3F present6é un valor de TG 67.2 + 3.78 mg-dL™?
menor que DAG con 78.0 + 1.06 mg-dL* siendo de significa estadistica y se le puede
atribuir a la disminucion del 13.85% de TG al efecto de 4FMZ; mientras que en la
comparacion de 3F con DE (66.5 + 0.78 mg-dL!) se observo resultados similares y un
aumento del 1.05% de TG en el grupo 3F. Respecto a los grupos DAG y DE, se obtuvo
un nivel de TG mayor en DAG, un resultado significativo, ademas de un aumento del

17.29% respecto a DE (Fig. 17B).

La lipoproteina de alta densidad (HDL-c) del grupo 3F mostr6 un nivel de 48.8 +
1.87 mg-dL?, el cual es mayor que el presentado por el grupo DE con 33 +0.57 mg-dL-
1, se observé una diferencia estadisticamente significativa y un incremento del 47.88%
del nivel de HDL-c en el grupo 4FMZ, el cual pudiera ser debido al efecto del
tratamiento administrado; por otra parte, el grupo DAG con un valor de HDL-c 46.7 £
1.46 mg-dL se observé un nivel similar con los valores de 3F (Fig. 17C). No obstante,
los grupos DAG y DE, significancia estadistica entre ellos, se observé que DAG tiene

un nivel mayor de HADL-c que el grupo DE en un 41.52% (Fig. 17C).
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Se debe agregar que la lipoproteina de muy baja densidad (VLDL) el grupo 3F
present6 un nivel de 13.4 + 0.76 mg-dL, una menor concentracién en comparacion
con el grupo DAG con 15.6 + 0.21 mg-dL, una comparacién estadisticamente
significativa y una disminucion del 14.1% en nivel de VLDL, por lo que se le puede
atribuir al efecto de 4FMZ, sin embargo, con el grupo DE 13.3 + 0.16 mg-dL* se
observo un resultado similar sin significancia estadistica. De la misma manera, el grupo
DE mostré un nivel menor de VLDL que el grupo DAG, con significancia estadistica y

un aumento del 17.26% respecto a DE (Fig. 17D).

Los valores de los lipidos totales mantuvieron la tendencia mostrada
anteriormente, en la cual el nivel obtenido del grupo 3F 177.6 + 26.76 mg-dL* es menor
que el mostrado por el grupo DAG de 366.8 + 0.64 mg-dL?, con una disminucién del
51.58%, también siendo un resultado estadisticamente significativo que pudiera ser
asociado a la administraciéon de 4FMZ. En relacién con el grupo DE con un valor de
234.3 +7.99 mg-dL%, se observé un valor similar al de 3F. Finalmente, la comparacion
entre los grupos DAG y DE, se encontr6 que DAG tiene un aumento en el nivel de

lipidos totales de un 56.55% que ademas es estadisticamente significativa (Fig. 17E).

9.4.3. Efecto de N-(4-triflurometilbencil)bencimidazolona sobre el indice de

riesgo aterogénico, indice de Castelli | y el indice de proteccion

El grupo 3F mostro un indice de riesgo aterogénico (IRA) de 0.2, el cual es el mas bajo
de los tres grupos experimentales, ya que el grupo de dieta alta en grasa (DAG) mostré
un IRA de 1.70 y el grupo dieta estandar (DE) un valor de 0.98, siendo resultados

estadisticamente significativos y se obtuvo una disminucién del 88.24%y 79.59%
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Figura 17. Efecto de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona sobre el perfil de
lipidos. Se muestran las comparaciones del efecto del tratamiento (100 mg-kg* via
p.o.) administrado una vez al dia, sobre el nivel de colesterol total (CT), triglicéridos
(TG), lipoproteina de alta densidad (HDL-c), lipoproteina de muy baja densidad
(VLDL), lipidos totales de los grupos 3F (tratamiento), DE (control sano), DAG (grupo
con alteraciones metabdlicas). Gréafico A, se presenta el nivel de CT de los tres grupos
experimentales, en el grafico B, se observa el nivel de TG de los tres grupos, en el
grafico C se muestra el nivel de HDL-c en los grupos experimentales, en el grafico D
se presenta el nivel de VLDL en los grupos DE, DAG y 3F y en el gréfico E se observa
el nivel de lipidos totales en los tres grupos; *, p<0.05 vs DE; #, p<0.05 DAG,; &, p<0.05

3F.
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respectivamente, por lo que se le pudiera atribuir en efecto a la administracion de
4FMZ.También, el grupo DAG y presenté un IRA mayor que el del grupo DE, con un

aumento de 73.43% ademas de ser estadisticamente significativo (Fig. 18A).

Ademas, el indice de Castelli I mostré el mismo comportamiento antes
mencionado, el grupo 3F obtuvo el valor menor de los grupos experimentales con 1.2
el grupo DAG mostré un IC | de 2.70 y el grupo DE de 1.98, por lo que se encontrd
diferencia estadistica con ambos grupos control, también se present6 una disminucién
del IC | de 55.56% y 39.39% respectivamente, pudiera atribuirse al como un efecto de
4FMZ. Por otra parte, los grupos control DAG y DE, tuvieron una diferencia
estadisticamente significativa al DAG obtuvo un IC | mayor que el de DE, con un

incremento del 36.36% (Fig. 18B).

Respecto a 4FMZ se observo un indice de proteccion aterogénica del 88.3% al

ser administrado (Fig. 18C).

9.5. Efecto de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona sobre la presién de

presion arterial

En la semana 16 del modelo de dieta alta en grasa se realiz6 la medicion de la
presion arterial sistdlica (PAS), diastdlica (PAD) y la media de los tres grupos
experimentales. Por lo que se reporta que el grupo 3F presentd una PAS de 112.1 +
1.06 mm/Hg, siendo menor que la obtenida en el grupo dieta alta en grasa (DAG) de
214.9 = 4.28 mm/Hg, se encontro una diferencia estadisticamente significativa ademas
de una disminucion en la PAS del 47.66%, al mismo tiempo 3F mostré una PAS menor
que DE (dieta estandar) 130.5 £ 1.84 mm/Hg mostrando significancia estadistica y la

disminucién del 13.85%, lo que pudiera atribuirse a la administracion de 4FMZ;
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Figura 18. Efecto de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona sobre predictores
de riesgo aterogénico. Se muestran las comparaciones del efecto del tratamiento
(100 mg-kg* via p.0.) administrado una vez al dia sobre el indice de riesgo aterogénico
(IRA) e indice de Castelli | (IC 1) en el grupo tratamiento (3F), DE (control sano) y DAG
(grupo con alteraciones metabdlicas) y el indice de proteccidn aterogénica (IPA) sobre
el grupo 3F; en el grafico A se observa el IRA en los tres grupos experimentales, en el
grafico B se presenta el IC | en DE, DAG y 3F y en grafico C se presenta el IPA de

3F; *, p<0.05 vs DE; #, p<0.05 DAG; &, p<0.05 3F.
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Por otra parte, el grupo DAG mostré una PAS mas elevada que el grupo DE siendo

estadisticamente significativa la diferencia y un aumento en el 64.67% (Fig. 19A).

Ademas, en la presion arterial diastélica, mantuvo el mismo comportamiento que
en los resultados anteriormente descritos, la PAD del grupo 3F mostré un resultado de
87.08 £ 0.65 mm/Hg, que es un valor menor que ambos grupos control, DAG siendo
129.0 = 3.32 mm/Hg y DE 104.1 + 1.21 mm/Hg comparacion con significancia
estadistica y se obtuvo una disminucién en un 32.5% y 16.35% respectivamente, lo
cual puede asociarse con el efecto de 4FMZ en el grupo 3F. En relacion con DAG,
mostro un valor mas elevado en la PAD que el grupo DE en un 24.04% y un resultado

estadisticamente significativo (Fig. 19B).

La media de la presion arterial del grupo 3F de 95.73 + 0.71 mm/Hg fue el menor
que en los grupos DAG con 160.2 £+ 2.40 mm/Hg y DE con 112.5 + 0.98 mm/Hg,
mostrando significancia estadistica y disminucién de la media en el 40.24% y 14.91%
respectivamente, lo cual podria relacionarse con la administracion del tratamiento
4FMZ. Finalmente, los grupos DAG y DE como en los resultados anteriores,
presentaron una diferencia significativa entre ellos, con DAG mostrando una media

mayor al igual que un incremento del 42.4% (Fig. 19C).

9.6. Efecto de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona sobre tejido adiposo,

higado, pancreas
9.6.1. Efecto del N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona sobre el tejido adiposo

Se observo que el tejido adiposo representd un porcentaje de la masa corporal

total en el grupo DE un 0.73 + 1.24 %, mientras que el grupo del tratamiento 3F mostro
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un 0.72 = 0.35% Yy el grupo DAG un 4.97% + 2.68%. Se observaron resultados
estadisticamente significativos entre el grupo DAG contra 3F y DE, mientras que los
grupos DE y 3F mostraron resultados similares en el porcentaje de tejido adiposo, por

lo que se puede asociar con el efecto de 4FMZ (Fig. 20).

9.6.2. Efecto de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona sobre la morfologia

hepatica

En las muestras de tejido hepético un total de 30 campos fueron analizados
utilizando un aumento a 10X, capturando imagenes del parénquima hepatico. El grupo
con DE mostré un parénquima hepatico con caracteristica normal, caracterizado por
hepatocitos poliédricos con nacleo definido, poca o nula aglomeracion de proteinas
intracelulares, ausencia de esteatosis (micro o0 microvesicular) y sin presencia de

células apoptoticas, células necroticas o infiltrado de células inmunolégicas (Fig. 21A).

Por otra parte, el grupo de DAG mostrd hepatocitos con ndcleo difuso, presencia
de esteatosis microvesicular en casi la totalidad de los hepatocitos y poca presencia
de esteatosis macrovesicular en el parénquima hepatico, sin embargo, no se encontré
presencia de células apoptoticas, células necréticas o infiltrado de células

inmunoldgicas (Fig. 21B).

Finalmente, el grupo con administracion de 4FMZ, present6 algunos hepatocitos
con nucleos difusos y esteatosis microvesicular en algunas zonas del parénquima
hepatico, pero y en menor grado que en el grupo de DAG, no se observo presencia de
esteatosis macrovesicular ni presencia de células apoptoticas, células necrdticas o

infiltrado de células inmunoldgicas (Fig. 21C).
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Figura 19. Efecto de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona sobre la presion
arterial. Se muestran las comparaciones del efecto del tratamiento (100 mg-kg™ via
p.o.) administrado una vez al dia, sobre la presion arterial sistélica (PAS), diastdlica
(PAD) y la media en la semana 16 de los grupos 3F (tratamiento), DE (control sano),
DAG (grupo con alteraciones metabdlicas). En el grafico A, se presentan las PAS de
los grupos experimentales, en el grafico B, se observan las PAD en los tres grupos y
en el grafico C se muestra la media de la presion arterial en los grupos experimentales;

* p<0.05 vs DE; #, p<0.05 DAG: &, p<0.05 3F.
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9.6.3. Efecto de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona sobre la morfologia de

pancreas

Un total de 20 campos del tejido pancreatico fueron analizados a un aumento de
10X, tomando imagenes de los acinos pancreéticos (10X) o islotes de Langerhans
(40X).Se observdo en el grupo con DE acinos pancreaticos sin alteraciones
estructurales, siendo definidos por un islote de Langerhans por campo (Fig. 21A), con
contornos de fibras reticulares y conjuntos de células beta pancreéticas con nucleo
visible y definido (Fig. 21B), sin presencia de apoptosis, necrosis o infiltrado de células

inmunologicas (Fig. 21Ay YB).

Por su parte, el grupo con DAG presentod de 2 hasta 4 islotes de Langerhans por
campo (Figura 21C), con hipertrofia, forma y contorno de fibras reticulares irregulares,
apreciandose una reduccion en células beta pancreaticas en proporcion con el tamafio
del islote de Langerhans (Fig. 21D). No se observo presencia de células en apoptosis,

necrosis o infiltrado de células inmunoldgicas (Fig. 21C y 21D).

El grupo que recibié administracion de 4FMZ en presencia de DAG, mostro de 2
a 4 islotes de Langerhans por campo similar al grupo de DAG (Fig. 21E), sin embargo,
los islotes se encontraban bien definidos con sus bordes de fibras de reticulares y sin
hipertrofia, con aceptable proporcién de células beta pancreaticas en relacién con el
tamafo del islote de Langerhans (Fig. 21F). No se encontro presencia de apoptosis,

necrosis o infiltrado de células inmunologicas (Fig. 21E y 21F).
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Figura 20. Efecto de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona sobre el tejido
adiposo. Se muestran las comparaciones del efecto del tratamiento (100 mg-kg™ via
p.o.) administrado una vez al dia, sobre el porcentaje de peso del tejido adiposo,
pancreas e higado de los grupos 3F (tratamiento), DE (control sano), DAG (grupo con
alteraciones metabdlicas). En el grafico, se observan los porcentajes de peso del tejido

adiposo de los grupos experimentales; *, p<0.05 vs DE; #, p<0.05 DAG,; &, p<0.05 3F.
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Figura 21. Efecto de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona sobre el tejido
hepéatico. Los tejidos fueron tefidos con hematoxilina y eosina y observados a 40X.
En el grafico A es el grupo DE; grafico B corresponde al grupo DAG,; el grafico C

corresponde al grupo 3F (administrado con 4FMZ 100 mg-kg™); cuadros: esteatosis.
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Figura 22. Efecto de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona sobre el tejido
pancreatico. Los tejidos fueron tefiidos con hematoxilina y eosina y observados a 10X
y 40X y 40X. En el grafico Ay B son del grupo DE; grafico C y D corresponde al grupo
DAG; los gréficos E y F pertenecen al grupo 3F (administrado con 4FMZ 100 mg-kg™);
L = Islote de Langerhans, Flechas = fibras reticulares, circulos = células beta

pancreéticas



X. DISCUSION

10.1. Sintesis de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona

En el presente proyecto se realiz0 la optimizacion de condiciones de una ruta de
sintesis para obtener 4FMZ, la cual se caracterizé por presentar dos etapas, la primera
corresponde a la produccion del nucleo de la bencimidazolona por el método de reflujo
y la segunda etapa presenta la alquilacion del nucleo para la formacion de 4FMZ

mediante calor convencional.

Previamente ha sido reportado por Lopez y colaboradores en 2016 la sintesis de
derivados de 1,3-dihidro-2H-benzoimidazol-2-ona (nucleo) en la cual se empleo el
anhidrido ftalico, TMSA en solucion de THF con el método de reflujo durante 30 horas,
con un rango de rendimiento entre el 50% al 77%, ademas, el rendimiento del nucleo

sin la presencia de grupos funcionales adicionados fue de 51%.

Ademas, en 2023 Santos-Ballardo y colaboradores realizaron la sintesis de un
grupo de derivados de bencimidazolonas a través de calor convencional durante 24
horas, utilizando como precursores de la reaccion al nucleo de la bencimidazolona, a
la base inorganica K2COz y bromuros de bencilo en solucién de DMF. Presentaron un

rendimiento del 22% hasta el 38%, especificamente 4FMZ mostré un 22%.

Los estudios mencionados con anterioridad fueron los que se tomaron como base
para la estandarizacion del esquema de sintesis de 4FMZ; en el cual las
modificaciones realizadas fueron el uso de anhidrido isatéico en vez de anhidrido

ftalico y DMF como disolvente de reaccién en vez de THF y el aumento del tiempo de

1



reaccion a 72 horas. Con el proposito de aumentar la obtencion del ndcleo de

bencimidazolona.

Entre las modificaciones llevadas a cabo en la sintesis de 4FMZ destaca el
cambio de la base inérganica K2COs por la base organica DIPEA, ya que ante la
presencia del carbonato como precursor la alquilacion generd la bencimidazolona
disustituida en mayor proporcion. También se observé que el uso de TEA una base
¢, débil? no producia la molécula de interés, por lo que se opt6 por el uso de DIPEA.
Ademas, se evaluo el uso de THF como disolvente en la reaccién, y se observo en las
pruebas analiticas que el solvente no producia la molécula de interés. Los cambios
realizados fueron con el propésito de producir a 4FMZ (compuesto monosustituido) en

mayor proporcidén que el disustituido y en mayor cantidad por reaccion.

Para la confirmacion de la estructura quimica de las moléculas sintetizadas, se
utilizaron las principales sefiales obtenidas en la!H-RNM y 3C-RNM del nucleo de la
bencimidazolona y de 4FMZ. En relacién, a las sefiales de la 'H-RNM
correspondientes al nucleo fueron las siguientes: un desplazamiento10.55 ppm (s, 2H)
y 6.92 (s, 4H), los cuales coinciden con las sefiales mostradas por Lopez y

colaboradores (2016) con desplazamientos de 10.62 ppm (s, 2H) y 6.93 ppm (s, 4H).

Respecto a la 3C-RNM del nlcleo se mostré sefiales con desplazamiento de
155.7 ppm, 130.2 ppm, 120.9 ppm, 108.9 ppm los cuales coinciden con las sefales

obtenidas en los resultados de Lopez y colaboradores de: 155.1, 129.5, 120.3, 108.3.
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10.2.Efecto de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona sobre la masa corporal

La ingesta de dieta alta en grasa al 40% en el grupo DAG, ocasioné una mayor
masa corporal que en el grupo de dieta estandar (DE), ya que el 40% de la ingesta de
calorias del grupo DAG provenia de grasa, mientras que en el grupo DE la ingesta de
alimento solo proporcionaba un 5% de calorias provenientes de la grasa. Se observo,
diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos, en los que la masa

corporal del grupo DAG es mayor que DE, a partir de la semana 10 del estudio.

Coincide con lo reportado en estudios realizados por He y colaboradores en 2020,
en un modelo in vivo en ratones macho C57BL/6J se observo un constante incremento
de la masa corporal en el grupo alimentado con dieta alta en grasa al 60% atribuido a
la sobrenutricién brindada por la dieta alta en grasa (Tamura et al., 2013). Ademas, es
similar a lo obtenido por Lang y colaboradores en 2019, ya que evaluaron DAG al 45%
y se observo diferencias significativas en la masa corporal de los grupos con dieta alta

en grasa y dieta estandar (Lang y col., 2019).

Respecto al grupo 3F, administrado con 4FMZ mostré una masa corporal similar
a la del grupo DE a pesar de haber consumido dieta alta en grasa al 40%, sin embargo,
no han sido reportado en la actualidad estudio que hayan empleado derivados de
bencimidazolonas que evallen sus efectos sobre la masa corporal, no obstante en
moléculas con una estructura base similar, como bencimidazoles ha sido observado
gue en modelos de induccion de obesidad en ratones, generan una pérdida de masa
corporal en una relacion dosis dependiente al disminuir la ingesta alimenticia (Tamura

y col., 2013).
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Entre las otras alteraciones mostradas por el modelo de dieta alta en grasa se

observan los cambios en el perfil bioquimico.

10.3.Efecto de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona sobre el perfil

biogquimico
10.3.1. Efecto de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona sobre la glucosa

La ingesta de dieta alta en grasa por un periodo prologando de tiempo ha sido
asociada con el desarrollo de alteraciones metabdlicas, entre ellas la hiperglucemia.
En el grupo DAG se observo resultados estadisticamente significativos al mostrar un
nivel mayor de glucosa en ciertas semanas, a partir de la semana 10 se observaron
diferencias estadisticamente significativas respecto al grupo DE (que fue alimentado
con dieta estandar), las cuales predominan en las Ultimas semanas del modelo, siendo
un resultado similar a lo reportado por Garcia-Rocha y colaboradores en 2023 en un
modelo con dieta alta en grasa al 40% en ratones macho C57BL/6N, en el que se
mostraron diferencias significativas en los grupos al inicio y final del modelo (Garcia-
Rocha, y col., 2023). Ademas, Lang y colaboradores en 2019, observo que el grupo
DAG presentd una glucosa mas elevada implementando una dieta alta en grasa al

45% durante 12 semanas (Lang y col., 2019).

El grupo 3F, en las primeras nueve semanas del estudio presenté una tendencia
de aumento en los niveles de glucosa en sangre periférica, no obstante, a partir de la
semana 10 en la que se inicio la administracion oral de 4FMZ en una dosis 100 mg-kg-
1 se mostré niveles de glucosa similares a los presentados por el grupo DE y un nivel
menor que el grupo DAG (estadisticamente significativo), incluso al consumir el mismo

alimento que este grupo.
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Lo anterior pudiera ser atribuido al efecto de 4FMZ, ya que en estudio previo de
Santos-Ballardo y colaboradores en 2023, se reportd el potencial efecto
hipoglucemiante de 4FMZ mediante la activacion de glucocinasa pancredtica, la cual
es un enzima con participacion en la produccion de insulina, no obstante, los
resultados del estudio corresponden a metodologias in silico e in vitro (Santos-Ballardo

y col., 2023).

Respecto a bencimidazolonas empleadas como activadores de glucocinasa en
un modelo in vivo, no ha sido reportado en la actualidad, sin embargo, en 2009 el
equipo de trabajo de Ishikawa y colaboradores evalu6 derivados de bencimidazoles
como activadores de glucocinasa en un modelo in vivo en rata de OGTT mostro que
disminuia los niveles de glucosa posterior a la administracion oral del derivado de
bencimidazol que potencia la accion de glucocinasa en una manera dosis dependiente

(Ishikawa y col., 2009).

10.3.2. Efecto de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona sobre el perfil
lipidico

Ademas de las alteraciones en los niveles de glucosa, la dieta alta en grasa se
relaciona con el aumento del perfil de lipidos, se observo en este estudio el incremento
en los niveles de colesterol total, triglicéridos, VLDL, lipidos totales y HDL, en el grupo
DAG siendo mayores que en el grupo alimentado con dieta estandar (DE). Lo que
coincide con lo reportado por otros grupos de trabajo en los que se utilizé el modelo
de dieta alta en grasa como el de Lin y colaboradores en 2024 en un modelo de dieta
alta en grasa al 45% durante 11 semanas en ratones de la cepa C57BL/6J (Lin y col.,

2024)y Koontanatechanon y colaboradores en 2022 observo un aumento en el perfil
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de lipidos posterior a la administracion de dieta alta en grasa en una variedad de

porcentajes (Koontanatechanon y col., 2022).

Respecto al grupo 3F, se mostré un perfil de lipidos (TG, VLDL, CT vy lipidos
totales) similar al presentado por el grupo dieta estandar (DE) incluso siendo
alimentado con dieta alta en grasa, sin embargo, se observo que el nivel de HDL-c del
grupo 3F fue mayor que el de DE, siendo similar con el grupo de dieta alta en grasa,
esto ha sido reportado en el estudio de Koontanatechanon y colaboradores en 2022

(Koontanatechanon y col., 2022).

Al aumento de HDL-c en el modelo in vivo empleado puede ser asociado al
mecanismo de transporte reverso de colesterol, como proceso compensatorio ante los
niveles elevados de colesterol atribuidos a la ingesta de una dieta hipercal6rica en
grasa, ha sido observado este mecanismo en el estudio de Simo y colaboradores en
2021, en el que se utilizo ratones C57BL/6 con una dieta alta en grasa concluyeron
qgue los ratones sometidos a una dieta alta en grasa (41%) durante 12 semanas
muestran la expresion de proteinas relacionadas con el mecanismo de transporte

reverso (Simo y col., 2021).

Respecto al efecto de bencimidazolonas sobre el perfil de lipidos no se han
realizado estudios hasta la fecha en modelos in vivo, no obstante, han sido evaluados
el potencial efecto antihiperlipidico de los bencimidazoles en modelos in vivo, en un
modelo de hiperlipidemia de Tritbn WR-1339, en ratas Wistar, en el que 3 derivados
evaluados mostraron una disminucion en TG, CT, asi como el aumento del nivel de

HDL(Sheikhay col., 2018).
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10.3.3. Efecto de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona sobre el indice
de riesgo aterogénico, indice de Castelli | e indice de proteccién

aterogénica

Asi como la dieta alta en grasa tuvo un efecto de incremento en el perfil de lipidos,
se observé lo mismo en el indice de riesgo aterogénico, el indice de Castelli I, ya que
requieren de los valores de HDL-c y colesterol total. En el presente proyecto se obtuvo
qgue el grupo DAG mostro los niveles mayores de IRA e IC | en consecuencia de las
alteraciones del perfil de lipidos, lo que coincide con lo reportado en otro estudio de
dieta alta en grasa en ratones C57BL/6N mostrd que el grupo HFD tiene un IRA mayor

que el grupo control (dieta estandar) (Orsoli¢, Jur€evic, y col., 2019).

Por otra parte, la molécula 4FMZ en el grupo 3F mostré un IRA e IC | mas bajo
incluso que el grupo DE, con resultados significativos contra ambos grupos control,
ademas presentd un indice de proteccion aterogénica del mas del 80%, lo que se
atribuye al efecto de la molécula sobre la disminucion de los valores del perfil de lipidos

previamente descritos.

10.3.4. Efecto de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona sobre la presién

arterial

Se ha observado en la semana 16 del estudio un aumento en la presién arterial
sistdlica, diastdlica y la media en el grupo alta en grasa, en conjunto con las
alteraciones metabolicas previamente mencionadas, lo que es consistente con los
estudios de Delle y colaboradores en 2023, sin embargo, el modelo que utilizaron fue
con la cepa C57BL/6JR]j con dieta alta en grasa mostré alteraciones en la presion

arterial a partir de la semana 12 (Delle, y col., 2023).
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El grupo 3F mostré una disminucion significativa de la PAS, PAD y la media en
comparacion con el grupo DE, lo que puede ser atribuido al efecto del tratamiento
administrado 4FMZ en una dosis de 100 mg-kg™. Con relacién a las bencimidazolonas
en la evaluacion de un efecto hipotensor no se ha descrito estudios recientes, pero, se
han reportado ensayos utilizando bencimidazoles como el de Igbal y colaboradores en
2021, en el que utilizaron un modelo murino con animales SHR en la que se evalu6
derivados de bencimidazoles, entre ellos C-flurofenil-benzimidazol, que obtuvo los

mejores resultados hipotensores entre los derivados empleados (Igbal y col., 2021).

También en el afio 2020, el equipo de trabajo de Wu y colaboradores evalu6
derivados de benzimidazoles de administracion oral en ratas esporadicamente
hipertensas, entre los derivados con mejor actividad hipotensora, fue un benzimidazol

gue entre los sustituyentes que presenta esta triflurometil (Wu y col., 2020).

Respecto a los estudios en bencimidazoles mencionados se ha hipotetizado que
el efecto hipotensor de los derivados fluorados, se relaciona con la inhibicion del
receptor de angiotensina Il tipo 1 (AT1), debido a su participacién en activacién del
sistema renina angiotensina aldosterona que produce vasoconstriccion, retencion de

NA* e hipertension.

10.3.5. Efecto de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona sobre la

morfologia de higado

El grupo DAG mostré casi en la totalidad de los hepatocitos la presencia de
esteatosis microvesicular, mientras que la esteatosis macrovesicular en poca
presencia, por otra parte el grupo DE mostrd células normales y con ausencia de

esteatosis, lo que se atribuye al tipo de dieta empleado.
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Respecto al grupo 3F se encontré en las histologias de higado en algunos
hepatocitos esteatosis microvesicular de menor grado que en el grupo DAG, sin
embargo, no se observl esteatosis macrovesicular, lo que sugiere un efecto de la
accion de 4FMZ. Es un efecto contrario a lo observado por Cai y colaboradores en
2023, en un estudio realizado en ratones macho C57BL/6J con dieta alta en grasa al
60% de 16 semanas, a los cuales se les administré un activador de glucocinasa que
mejoro la tolerancia a la glucosa, sin embargo, mostré a la vez un incremento en la

acumulacion lipidica en higado (Cai y col., 2023).

Por lo que se hipotetiza que el derivado de bencimidazolona 4FMZ evaluado en
este proyecto, no contribuye al desarrollo de esteatosis macrovesicualar en una dieta

alta en grasa, posiblemente al no tener una actividad sobre glucocinasa hepatica.

10.3.6. Efecto de N-(4-triflurometil)bencilbencimidazolona sobre la

morfologia de pancreas

Las histologias de pancreas en el grupo DAG mostraron hipertrofia en los islotes
de Langerhans mientras que las células beta pancreaticas se observd una reduccion
de ellas, mientras que en el grupo DE no mostré alteraciones estructurales, asi como
los islotes bien definidos. Esto coindice por lo concluido por el grupo de trabajo de Hull
y colaboradores (2005), en el que los ratones que presentaban resistencia a la insulina
por efecto de la dieta alta en grasa muestran una reduccion de las células beta
pancreaticas en la funcion, pero con una excesiva proliferacion aumentado el tamafio

de los islotes (Hull y col., 2005).

Sin embargo, en el grupo 3F, se observo una diferencia con el grupo DAG ya que

los islotes de Langerhans se encuentran bien definidos y la proporcion de las células
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beta es aceptable al tamafio del islote, por lo que se le atribuye al efecto de la

administracion de la 4FMZ.
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Xl. CONCLUSIONES

11.1. Conclusion general

La 4FMZ, sintetizada mediante calor convencional, presenta efecto
hipoglucemiante, hipolipémico e hipotensor a una dosis de 100 mg-kg! en ratones

C57BL6/N con alteraciones en parametros del sindrome metabdlico.
11.2. Conclusiones especificas

1. Se optimizé la ruta de sintesis mediante calor convencional a 80 °C, con
precursor 4-(CF3)BnBr 0.8 EQ, 35 mL de DMF como disolvente y DIPEA 1.5 eq.

2. La administracion de 100 mg-kg! de 4FMZ reduce los niveles séricos de
glucosa, colesterol total, triglicéridos, VLDL vy lipidos totales en ratones C57BL6/N con
alteraciones en parametros del sindrome metabdlico, disminuyendo el riesgo de
desarrollo del estado hiperglucémico y dislipidemia.

3. La 4FMZ, a una dosis de 100 mg-kg?, reduce el riesgo aterogénico y el indice
de Castelli | y presenta proteccion aterogénica en ratones C57BL6/N con alteraciones
en parametros del sindrome metabdlico, disminuyendo el riesgo de desarrollo de
hipertension arterial.

4. La administracion de 4FMZ, a 100 mg-kg?, reduce la presién arterial sistélica y
diastélica en ratones C57BL6/N con alteraciones en parametros del sindrome
metabdlico, disminuyendo el riesgo de desarrollo de hipertensién arterial.

5. La 4FMZ, a una dosis de 100 mg-kg?, reduce la acumulacién de lipidos en
higado y mejora las estructuras de células beta pancreaticas en pancreas de ratones

C57BL6/N con alteraciones en parametros del sindrome metabdlico.
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XII.PERSPECTIVAS DEL PROYECTO

1. Mejorar el rendimiento de la ruta de sintesis por calor convencional de la N-(4-
triflurometilbencil)bencimidazolona.

2. Analizar la expresion génica de glucocinasa pancreatica e insulina en higado y
pancreas en ratones C57BL6/N con alteraciones en parametros del sindrome
metabdlico.

3. Caracterizar el mecanismo de accion hipotensor de  N-(4-
triflurometilbencil)bencimidazolona mediante estudios in silico de acoplamiento

y dindmica molecular.
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XIV. ANEXOS

11.1. Documentos complementarios

11.1.1. Informacioén nutricional de LabDiet 5001
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XV. SIGLAS Y ABREVIACIONES

0: Desplazamiento quimico

4FMZ: N-(4-triflurometil)bencilbencimi-
dazolona

Acilo-CoA: Acil coenzima A
ACS: Grado reactivo

ADP: Difosfato de adenosina
AGL: Acidos grasos libres

AHA/NHLBI: Asociacion Americana del
Corazon/Instituto Nacional del corazon,
los pulmones y la sangre.

ALT: Alanina transferasa

ANOVA: Analisis de varianza de una via
AST: Aspartato transferasa

ATP: Trifosfato de adenosina

CIAD: Centro de Investigacion de
Alimentos y Desarrollo

CT: Colesterol total.

DAG: Dieta alta en grasa

DCM: Diclorometano

DE: Dieta estandar

DIPEA: N,N-Diisopropiletilamina
DM2: Diabetes mellitus tipo 2
DDP-4: Dipeptil peptidasa 4
DMF: N,N-Dimetilformamida
DMSO: Dimetilsulfoxido

ECV: Enfermedad cardiovascular
ERO: Especies reactivas de oxigeno
eq: Equivalente

FDA: Administracion de alimentos y
medicamentos

GLP-1: Péptido similar al glucagon tipo
1

GLUT2: Transportador de glucosa 2
HTA: Hipertension arterial
HDL.: Lipoproteina de alta densidad.

HDL-c: Colesterol de lipoproteina de
alta densidad

Hz: Hertzios

IDF: Federacion Internacional de
Diabetes.

IC I: indice de Castelli |

IL-6: Interleucina 6

IMC: indice de masa corporal.
IRA: indice de riesgo aterogénico
J: Constante de acoplamiento
mg: miligramo

KDa: Kilodalton

kg: Kilogramo

LDL-c: Colesterol de lipoproteina de
baja densidad.

sdLDL: lipoproteina de baja densidad
pequefias densas

Lip tot: Lipidos totales.

NCEP/ATP: Panel de expertos en
deteccién, evaluacion y tratamiento de
colesterol alto en adultos.

NEts: Trietilamina

NHES: Intercambiador de sodio-proton
3

OMS: Organizacion Mundial de la
Salud.

PAD: Presioén arterial diastolica.
PAS: Presion arterial sistolica.
PCR: Proteina C reactiva.
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PPAR y: Receptor gamma activado por
proliferador de peroxisoma

PPhs: Trifenilfosfina

RAAS: Sistema renina-angiotensina-
aldoesterona.

RI: Resistencia a la insulina.

SMet: Sindrome metabadlico.

TG: Triglicéridos.

TA: Tejido adiposo

TEA: Trietilamina

THF: Tetrahidrofurano

TMSA: Azida de trimetilsilano
TNF-a: Factor de necrosis tumoral a.

UAS: Universidad Autébnoma de
Sinaloa.

VLDL: Lipoproteina de muy baja
densidad
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