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1. Resumen

La diabetes tipo 2 (DT2) se asocia con resistencia a la insulina y disfuncién de las células B
pancreaticas, provocando hiperglucemia crénica y complicaciones cardiovasculares. En los ulti-
mos afos, ha destacado la busqueda de nuevos compuestos con potencial terapéutico para su
tratamiento, debido a que su prevalencia y mortalidad han aumentado considerablemente en las
ultimas décadas, especialmente en México. Entre las estrategias terapéuticas emergentes se
encuentra la inhibicién de la Proteina Tirosina Fosfatasa 1B (PTP1B), enzima que regula negati-
vamente la via de senalizacion de la insulina y la leptina. La inhibicién de esta enzima ha demos-
trado mejorar la homeostasis de la glucosa y la reduccion de la adiposidad en modelos animales,
convirtiéndola en un blanco terapéutico atractivo.

El acido glicirretinico (AG) es un triterpenoide pentaciclico con diversas actividades bioldgicas
(efectos antiinflamatorios, antitumorales, antibacterianos, antivirales y antioxidantes) e inhibidor
de PTP1B. Se ha visto que la incorporacion de heterociclos nitrogenados en su esqueleto ha
permitido mejorar su actividad farmacolégica. Estudios previos han reportado que derivados in-
ddlicos y N-fenilpirazélicos del AG presentan una inhibicion mas potente de PTP1B que el propio
AG. Por este motivo, el presente trabajo busca ampliar la biblioteca de derivados pirazélicos con
mejoras en solubilidad acuosa y potencia inhibitoria sobre PTP1B.

Se sintetizaron ocho derivados pirazélicos del AG, los cuales fueron caracterizados mediante
analisis fisicoquimicos (punto de fusién y factor de retencién), espectroscopicos (RMN de 'H y
3C) y espectrométricos (HRMS ESI-MS). Los rendimientos de reaccion van del 15 al 48%, debido
a la naturaleza electrénica de los sustituyentes y a las condiciones de reaccion, lo que sugiere la
necesidad de optimizar la ruta de sintesis con cambios en el disolvente o en las temperaturas de
reaccion.

Asimismo, los compuestos obtenidos (5a-5h) se evaluaron mediante un ensayo enzimatico colo-
rimétrico contra PTP1B, en donde, todos los compuestos demostraron ser inhibidores mas po-
tentes que el AG. Sin embargo, los resultados de solubilidad acuosa predicha por Swissadme,
no fueron mejores que los antes reportados. Pese a esto, se obtuvo un compuesto hit, que mostro
ser mas potente y una mejor relacion solubilidad-lipofilia que los controles utilizados. Estos re-
sultados permiten destacar la importancia de la modificacién estructural en la mejora de los inhi-
bidores de PTP1B.



2. Introduccién

La diabetes es una enfermedad comun y cada vez mas prevalente de gran preocupacion para la
salud publica, con 536.6 millones de casos diagnosticados en todo el mundo en el 2021." Mien-
tras que, en México, la diabetes afecta al 11% de la poblacion y es la segunda causa de muerte.’
El tipo mas comun, es la diabetes tipo 2 (DT2). La DT2 es una enfermedad metabdlica caracte-
rizada por niveles elevados de glucosa en sangre, conocidos como hiperglucemia. El desarrollo
de la DT2 se debe principalmente a la combinacion entre la resistencia a la insulina y/o la secre-
cion insuficiente de insulina de las células B pancreaticas. Lo que impide una regulacién ade-
cuada de la glucosa en el cuerpo, llevando a complicaciones a largo plazo si no hay un manejo
adecuado de la enfermedad.?345

Se han estudiado numerosas vias y dianas moleculares para desarrollar nuevos farmacos para
el tratamiento de la DT2. Actualmente, existen farmacos disponibles para el tratamiento de la
DT2, sin embargo, muchos de ellos han reportado efectos secundarios que van desde leves a
severos. Por lo tanto, es importante desarrollar farmacos seguros y eficaces para revertir el curso
de sus complicaciones.>%’

En el descubrimiento de nuevos farmacos para el tratamiento de la DT2, los productos naturales
han sido fundamentales. Entre ellos, el acido glicirretinico (AG), extraido del regaliz (Glycyrrhiza
glabra), el cual mostré actividad antidiabética importante en estudios con roedores.? El AG inter-
actua con multiples dianas terapéuticas, incluida la Proteina Tirosina Fosfatasa 1B (PTP1B). Se
ha reportado que la inhibicién de PTP1B es prometedora para tratar la DT2, debido a que PTP1B
regula negativamente las vias de sefalizacidén de insulina y leptina, lo que promueve la progre-
sion de la DT2 y obesidad, respectivamente.® Por ello, el AG se ha convertido en un candidato
atractivo para modificaciones quimicas destinadas a aumentar su actividad inhibidora sobre
PTP1B. Por ende, en este trabajo se describe la sintesis de ocho derivados pirazolicos del AG y
su evaluacion in vitro sobre PTP1B.'0!"

3. Planteamiento del problema y justificacion

De los tres tipos principales de diabetes (tipo 1, 2 y gestacional), la diabetes tipo 2 (DT2), o
diabetes no dependiente de insulina, es la mas comun y comprende el 90-95% de todos los
casos.” Mdltiples farmacos han demostrado ser eficaces para el control de la DT2, no obstante,
existen muchos informes en los que presentan efectos secundarios, incluyendo trastornos diges-
tivos (como nauseas y diarrea), anemia, neuropatia, hipoglucemia, riesgo cardiovascular y can-
cer de vejiga, lo que hace necesario el desarrollo de nuevos farmacos mas seguros y efica-
Ces.2,9,10

Una opcidén atractiva para ello, son los inhibidores de PTP1B, los cuales pueden servir como
mimetizadores y/o agentes sensibilizadores de la insulina. Sin embargo, el desarrollo de inhibi-
dores de PTP1B sigue siendo un desafio porque el dominio catalitico altamente conservado de
la familia de las PTP’s promueve que estos inhibidores sean menos selectivos, aumentando asi
su toxicidad. Debido a esto, actualmente no hay farmacos contra PTP1B aprobados o disponibles
comercialmente, impulsando asi la investigacion constante en el desarrollo de inhibidores poten-
tes y especificos para esta proteina.12



4. Objetivo general

Sintetizar derivados pirazélicos del acido glicirretinico y determinar su actividad inhibitoria in vitro
sobre la enzima PTP1B.

5. Objetivos especificos
« Sintetizar ocho derivados pirazélicos del acido glicirretinico.

» Caracterizar los ocho compuestos finales mediante sus propiedades fisicoquimicas (factor de
retencion y punto de fusion), espectroscépicas (Resonancia Magnética Nuclear de 'Hy 3C) y
espectrométricas (espectrometria de masas).

* Determinar la actividad inhibitoria in vitro sobre PTP1B de las moléculas finales sintetizadas
mediante un ensayo enzimatico colorimétrico.

6. Antecedentes

6.1 Prevalencia y mortalidad de la diabetes

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la diabetes es una enfermedad
metabdlica crénica caracterizada por niveles elevados de glucosa en sangre, que con el tiempo
conduce a dafios en el corazon, la vasculatura, los ojos, los rifiones y los nervios.?

En 2021, la diabetes fue la causa directa de 1,6 millones de muertes a nivel global y el 47% de
todas las muertes por diabetes se produjeron antes de los 70 afios. Otras 530,000 muertes por
enfermedad renal fueron causadas por la diabetes, y el 11% de las muertes cardiovasculares por
hiperglucemia. En 2022, el 14% de los adultos de 18 afios o mas vivian con diabetes, un aumento
respecto del 7% en 1990. Mas de la mitad (59%) de los adultos de 30 afios 0 mas que vivian con
diabetes no se medicaban.?

De acuerdo con la Federacién Internacional de Diabetes (FID), México ocupa el 7° lugar en el
mundo en cuanto al nimero de personas que viven con diabetes. Adicionalmente, datos del Ins-
tituto Nacional de Salud Publica indican que la prevalencia de diabetes en México es de 18.3%
(12.8 millones de adultos). Asimismo, es la segunda causa de muerte en el pais, debido a que
durante las ultimas tres décadas, la mortalidad atribuible a la diabetes aumenté a 77%. En 2020,
durante la pandemia por COVID-19, México experimentd una de las tasas mas altas de mortali-
dad (un aumento del 46.5% con respecto a afnos anteriores). Los informes del Instituto Nacional
de Estadistica y Geografia (INEGI) sugirieron que el exceso de muertes en México durante 2020
fue atribuible a causas no relacionadas con COVID-19, incluidas las enfermedades cardiovascu-
lares y la diabetes.?*%*

6.2 Diabetes tipo 2 (DT2)

La diabetes tipo 2 (DT2) representa alrededor del 90 al 95 % de todos los casos diagnosticados
de diabetes y se desarrolla con mayor frecuencia en adultos de mediana edad y mayores. Fisio-
patolégicamente, la DT2 se origina por un mal funcionamiento de los mecanismos de retroali-
mentacion entre la accion de la insulina y la secrecion de insulina dando lugar a niveles anormal-
mente altos de glucosa en sangre. En el caso de la disfuncion de las células 3 pancreaticas, la
secrecion de insulina se reduce, lo que limita la capacidad del cuerpo para mantener los niveles
fisioldgicos de glucosa. Por otro lado, la resistencia a la insulina (IR) contribuye a aumentar la


https://www.who.int/data/gho/data/themes/topics/noncommunicable-diseases-risk-factors

produccion de glucosa en el higado y a disminuir la captacion de glucosa tanto en musculo,
higado y tejido adiposo. Aunque ambos procesos tienen lugar al principio de la patogénesis y
contribuyen al desarrollo de la enfermedad, la disfuncién de las células 3 pancreaticas suele ser
mas grave que la IR. Sin embargo, cuando estan presentes tanto la disfuncion de las células
pancreaticas como la IR, la hiperglucemia se amplifica y conduce a la progresion de la DT2.23

Se sabe que aproximadamente el 75% de las personas obesas desarrollan DT2. La obesidad
(particularmente con indice de masa corporal (IMC) 230 kg/m?) es un factor de riesgo importante
debido a que un mayor porcentaje de grasa corporal abdominal y mecanismos inflamatorios de-
rivados del tejido adiposo, como la liberacién de acidos grasos libres, asi como los estilos de vida
sedentarios y dietas hipercaldricas han cuadruplicado la prevalencia de la enfermedad. La DT2
aumenta en un 15% su mortalidad por complicaciones como la enfermedad cardiovascular, ele-
vando el riesgo de cardiopatia coronaria y accidente cerebrovascular.234

Debido a la patogenia compleja de la DT2, se han encontrado numerosas vias y dianas molecu-
lares para desarrollar nuevos farmacos para su tratamiento. Actualmente, hay distintas clases de
farmacos sintéticos con efectos antidiabéticos orales disponibles para tratar a los pacientes que
padecen DT2. Estos se clasifican segun sus mecanismos de accion: inhibidores de la a-glucosi-
dasa, secretagogos de insulina, agonistas del receptor del péptido-1 similar al glucagén, inhibi-
dores de la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4), etc.>®714 Sin embargo, muestran muchas limitaciones,
entre ellas las reacciones secundarias indeseables como: aumento de peso, hipoglucemia, re-
tencion de liquidos e insuficiencia cardiaca, que limitan sus aplicaciones. Numerosos estudios
han indicado que los productos naturales se han convertido en una fuente esencial de agentes
bioactivos para el descubrimiento de nuevos farmacos para tratar la DT2, con la ventaja de que
sus componentes activos poseen propiedades antidiabéticas con menos toxicidad y efectos ad-
versos.® Algunos de ellos son los flavonoides (naringenina, apigenina), polifenoles (acido galico,
acido cinamico), alcaloides (cafeina, tetrandrina) y terpenoides (acido usélico, acido glicirreti-
nico).®

6.3 Acido glicirretinico (AG)

El &cido glicirretinico (AG) se produce cuando se hidroliza la glicirricina. La glicirricina o también
denominada acido glicirricico (GL), es un componente de sabor dulce empleado como agente
edulcorante y emulsionante en la industria alimentaria. Este proviene del extracto (de un 10 a 25
por ciento) de la raiz de Glycyrrhiza glabra, misma que contiene mas de 20 tipos de triterpenoides
y mas de 300 flavonoides.'” Cuando se ingiere, GL en si no se absorbe bien. Las bacterias en el
tracto digestivo la degradan a AG. EI AG es un triterpenoide pentaciclico con un acido carboxilico
en C-30 y una estructura quimica basica con cinco anillos (Figura 1), los cuales han sido muy
interesantes debido a que, tanto el AG como sus deriva-
dos, han demostrado actividades farmacoldgicas benefi-
ciosas, incluyendo propiedades antivirales, anticancerige-
nas, antiinflamatorias, antimicrobianas, antifungicas y he-
patoprotectoras.® 61" Asimismo, ha demostrado una nota-
ble actividad antidiabética in vivo en ratas diabéticas indu-
cidas por estreptozotocina. Con una dosis oral de 100
mg/kg, mejorando los niveles de glucosa e insulina en san-
Figura 1. Estructura quimica del AG| gre en comparacion con la glibenclamida (600 ug/kg/peso
corporal).6.13.16




Diversos estudios han descrito que AG tiene la capacidad de interactuar con multiples proteinas,
entre ellas la Proteina Tirosina Fosfatasa 1B (PTP1B), donde reportaron su potente actividad
inhibidora y selectividad en esta enzima.?®

6.4 Proteina Tirosina Fosfatasa 1B (PTP1B)

PTP1B es una de las principales fosfatasas de tirosina proteica no receptora (PTP). Su estructura
esta conformada por tres dominios: un dominio catalitico N-terminal (1-300), un dominio regula-
dor (301—400) y un dominio C-terminal (401—435) responsable de dirigir la enzima a la membrana
del reticulo endoplasmatico (RE). Los tres dominios desempefian un papel fundamental en la
regulacion de PTP1B.? También posee un mecanismo catalitico que implica una cisteina nu-
cleofilica (Cys215) con un pKa bajo, esencial para la hidrolisis del éster de fosfato. Este meca-
nismo ocurre en dos pasos: primero, la cisteina ataca el grupo fosfato del sustrato, formando un
intermediario fosfoenzimatico; luego, una molécula de agua, activada por el aspartato, hidroliza
ese intermediario, regenerando la enzima y liberando fosfato inorganico® (Figura 2).
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Figura 2. El mecanismo catalitico de PTP1B.%3

La actividad de PTP1B esta regulada a través de multiples mecanismos, que a menudo operan
simultaneamente. Estos incluyen la oxidacién reversible, la fosforilaciéon de serina y tirosina, la
sumoilacion y la protedlisis (Figura 3). La oxidacion reversible, particularmente en la cisteina
215, inhibe temporalmente la actividad enzimatica de PTP1B, influenciada por la oxidacion indu-
cida por peréxido de hidrogeno que altera la conformacién de la enzima, impactando su interac-
cion con sustratos como el receptor de insulina. La fosforilacion de serina y tirosina, catalizada
por AKT y quinasas tipo CDC, modula aun mas la actividad de PTP1B. La escision por enzimas
calpainas activa PTP1B en plaquetas, mientras que la protedlisis por calpainas puede activar o
desactivar PTP1B en diferentes tipos celulares. La sumoilacién, mediada por proteinas SUMO,
regula PTP1B al reducir su actividad enzimatica, afectando particularmente las interacciones con
sustratos del receptor de insulina. Comprender estos mecanismos reguladores es crucial para
dilucidar posibles estrategias para modular eficazmente la actividad de PTP1B."®
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Figura 3. Representacion esquematica de las estructuras de dominio de PTP1B.%

6.5 Inhibicién de PTP1B

PTP1B se ha asociado con varias enfermedades clave, como la obesidad, la DT2, las enferme-
dades cardiovasculares, el sindrome de Rett, diferentes tipos de cancer, la enfermedad del hi-
gado graso no alcohdlico, la esteatohepatitis no alcohdlica, la enfermedad de Alzheimer, la sep-
sis, la leucemia, la artritis, la funcién renal, la apnea del suefio y otras.®

Asimismo, se reconoce como un importante regulador negativo de numerosas cascadas de se-
falizacion de relevancia metabdlica como las vias de la insulina y leptina, o diferentes vias de
sefnalizaciéon de relevancia oncogénica, como las cascadas EGFR y JAK/STAT. En el caso de la
sefalizacion de la insulina, PTP1B desfosforila al receptor de insulina asi como sus sustratos.
En la sefalizacion de la leptina desfosforila a JAK2, un efector descendente del receptor de lep-
tina. Esto da como resultado la inhibicion de la sintesis de la hormona estimulante del apetito, el
neuropéptido . 18.26

De esta manera, los altos niveles de PTP1B, particularmente en el hipotalamo, estan asociados
con la resistencia a la insulina y la leptina. Los ratones knock out de PTP1B mostraron una ho-
meostasis de la glucosa mejorada, una ganancia de peso reducida y un menor gasto de energia.
Por este motivo, la reduccion de la actividad hipotalamica de PTP1B permite mejorar la sensibi-
lidad a la leptina y a la insulina que la de otros tejidos, reduciendo eficazmente la adiposidad y
mejorando el metabolismo de la glucosa. Por lo tanto, PTP1B desempena papeles tanto negati-
vos como positivos en diferentes vias de sefalizacion convirtiéndola en un objetivo terapéutico
y, su inhibicion, en una estrategia atractiva para tratar tanto la diabetes como la obesidad, lo que
representa una ventaja sobre los tratamientos existentes hasta la fecha. 7%

En las ultimas décadas se han identificado o disefiado y sintetizado numerosos inhibidores de
PTP1B a partir de fuentes naturales, varios de los cuales han llegado a ensayos clinicos en
humanos. Los inhibidores de PTP1B se pueden clasificar en varias categorias generales, como:
a) Moléculas pequenas, las cuales funcionan uniéndose al sitio activo de PTP1B impidiendo su
actividad (ej. el ertiprotafib: el primer farmaco inhibidor de PTP1B reportado y JTT-551). b) Molé-
culas alostéricas, que se unen a un sitio de PTP1B fuera del sitio activo y actian cambiando la
conformacion de PTP1B (ej. La trodusquemina). c) Inhibidores de péptidos. Estos imitan el sus-
trato de PTP1B y se unen al sitio activo de la enzima (ej. el péptido D-A-D-E-pY-L), entre otros
(Figura 4).®



Sin embargo, los principales retos asociados al proceso de descubrimiento de farmacos y desa-
rrollo de agentes terapéuticos eficaces frente a la actividad de PTP1B han sido la especificidad,
la selectividad y la biodisponibilidad.” Un ejemplo de ello, es el efecto de competencia con la
proteina tirosina fosfatasa de células T (TCPTP) que tiene mucha similitud estructural con
PTP1B.%

Br
Ertiprotafib JTT-551 Trodusquemine

Figura 4. Estructura quimica de ejemplos de inhibidores de PTP1B."®

6.6 AG y su actividad inhibidora de PTP1B

La estructura del AG ha sufrido alteraciones quimicas significativas, con la finalidad de mejorar
sus acciones farmacoldgicas, especialmente su especificidad, selectividad y los efectos citotéxi-
cos.'1° Se ha reportado que la semisintesis de triterpenos sustituidos con heterociclos nitroge-
nados fusionados al anillo A es una estrategia para mejorar la actividad inhibidora de PTP1B. Un
ejemplo de ello es la fusién de heterociclos de indol o N -fenilpirazol en el anillo A del acido mas-
linico (AM, triterpeno de tipo olenano). Esta estrategia ha mejorado drasticamente la potencia de
este triterpenoide, produciendo inhibidores de PTP1B mas potentes que otros heterociclos como
tiazol, pirimidina, quinazolina y pirazina. Por lo tanto, el AG ha sido un blanco atractivo para esta
estrategia.”?°

En un estudio recientemente publicado por el grupo de trabajo del Dr. Francisco Cortés Benitez,
se reportd la sintesis y evaluacion de derivados inddlicos y N-fenilpirazdlicos fusionados al anillo
A del AG.” Estos compuestos se evaluaron contra la PTP1B para determinar su capacidad para
inhibir la formacién de p-nitrofenol a partir de p-nitrofenilfosfato. Se observé que la fusion de estos
heterociclos al esqueleto de AG produjo inhibidores mas potentes de PTP1B (valores de Clso de
10.1 a 2.5 yM) con una potencia de 6 a 25 veces mejor que AG (Clso = 62.0 uM) (Figura 5). De
igual manera, presentaron un mejor efecto inhibidor
contra PTP1B que el mostrado por los controles po-
sitivos, acido ursoélico (Clso = 5.6 uM), carbenoxolona
(Clso = 69.7 uM) y claramina (Clso = 13.7 uM). Sin
embargo, a pesar de su importante potencia contra
PTP1B, se esperaba que fueran mejores agentes
antidiabéticos in vivo. Esto se pudo atribuir a su alta
lipofilia, contribuyendo a su baja solubilidad en agua

H,C ..
. 3 , y mala absorcién oral.®
Figura 5. Compuesto con clave interna FC-122
PTP1B: Clsp = 2.1 uM La solubilidad acuosa v la lipofilia, son las principa-
Posee mejor actividad antidibética a 52 mg/kg les propiedades fisicoquimicas que se combinan

que la Glibenclamida y Acarbosa pero no mejor

., con elfin de mejorar la seleccion de nuevos agentes
a la Pioglitazona en ratas diabetizadas con STZ.>

bioactivos. La baja solubilidad en agua a menudo
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conduce a una mala absorcion, incluso si la tasa de permeacion es alta porque la penetracion
del compuesto farmacolégico a través de la membrana intestinal es proporcional al gradiente de
la concentracion del farmaco entre el lumen del intestino y la sangre. Ademas, concentraciones
altas de compuestos farmacoldgicos poco solubles en el cuerpo pueden conducir a la cristaliza-
cion y alta toxicidad en el cuerpo. Por otro lado, la lipofilia se caracteriza tradicionalmente por el
logaritmo del coeficiente de particion en el sistema 1-octanol/agua (Log P) y tiene un efecto sig-
nificativo tanto en el comportamiento farmacocinético y farmacodinamico como en la toxicolo-
gia.®°

Por este motivo, lograr el equilibrio adecuado entre solubilidad y lipofilia es fundamental. Las
moléculas lipofilicas pueden mostrar una mayor unién a las proteinas diana, pero podrian pre-
sentar dificultades de solubilidad acuosa y exposicién sistémica. Por el contrario, los compuestos
altamente solubles en agua pueden carecer de suficiente afinidad por sus dianas.®'

Con este antecedente, este trabajo pretende ampliar la biblioteca de compuestos pirazoélicos fu-
sionados al anillo A del AG, a través de su sintesis y evaluacioén in vitro sobre PTP1B para ob-
servar probables cambios en su potencia y solubilidad acuosa-lipofilia al incluir nuevos sustitu-
yentes que contengan grupos con mayor polaridad que los antes reportados.

7. Materiales y métodos

COOH
COOH
COOH
Ho,, 0
HO” "o HCl, H,0 CrOs, H,50,/H,0
- —>
B o reflujo,12h THF, ta15h
HoW 0 Acido glicirricico Acido glicirretinico
OH @ () (AG) (2)
. . v wwn v i
N
Ar = Z >N tash H (0]
. A NaH, THF

OCF; OCF,H 50,NH, CN  CONH, COOH 5CF;

5a 5b 5¢ 5d 5e 5f COOH

5h COOH

Ar-NH-NH,
-
EtOH
80°C4h

5a-5h

Esquema 1. Ruta general de sintesis, reactivos y condiciones para la obtencién de los derivados pirazo-
licos 5a-5h del AG.
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7.1 Sintesis de intermediarios

7.1.1. Sintesis del acido glicirretinico (AG)
COOH

HO,, HCI, Hzo
100°C
HO
HOOC _O
HO “OH GL
OH

Esquema 2. Sintesis del acido glicirretinico

En un matraz bola de 500 mL, se colocé 10.0 g (12.15 mmol) de acido glicirricico, 125 mL de
agua y 26 mL de HCI concentrado. Luego, se calenté a reflujo a 100°C. La reaccién se monitored
mediante cromatografia en capa fina (CCF) con una fase eluyente de Hexano:AcOEt (60:40).
Después de 12 h, la reaccion finalizd y se dejo enfriar a temperatura ambiente para favorecer la
precipitacién. Posteriormente, la mezcla de reaccion se filtré6 a vacio, obteniéndose un solido
color marrén oscuro, que se dejo secar durante toda la noche.

Una vez que el sélido estuvo totalmente seco, se disolvié en 150 mL de cloroformo caliente con
agitaciéon constante y enseguida se filtré a vacio. Posteriormente, el disolvente se evaporé con
ayuda del rotavapor hasta la formacion de un liquido viscoso. Enseguida, se agreg6 150 mL de
MeOH vy se calentd con agitacion constante hasta que disminuyd el volumen de MeOH a 50 mL.
Enseguida se agregaron gotas de agua hasta observar su precipitacion. Finalmente, el precipi-
tado obtenido se filtré a vacio. Se obtuvo 6.96 g de un solido color blanco (rendimiento de reac-
cion: 86%), Esquema 2.

7.1.2 Preparacion del reactivo de Jones

En un vaso de precipitado de 100 mL, se disolvié cuidadosamente 12.5 g (125 mmol) de CrOs
con 37.5 mL de H2O y 12.5 mL de H>SO4 hasta obtener una solucién homogénea.

7.1.3. Sintesis del acido 3-oxoglicirretinico
COOH

Cr03, H2504IH20
?
THF

Esquema 3. Reaccién de oxidacion del acido glicirretinico

Se coloco 10.0 g (21.24 mmol) de AG en un matraz bola de 500 mL con 100 mL de THF en un
bafio de hielo y se mantuvo en agitacién constante hasta alcanzar una temperatura de 5°C y se
agregd gota a gota 16 mL (84.95 mmol, 4.0 eq) del reactivo de Jones con ayuda de un embudo
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de adicion de liquidos. Al término de la adicidn, se retiré el bafio de hielo y la mezcla de reaccion
se dejo en agitacion a temperatura ambiente. La reaccion se monitore6 mediante CCF con He-
xano:AcOEt (60:40). Dos horas después, se evaporo el THF en un rotavapor hasta observar el
sélido. Posteriormente, se afadieron 250 mL de agua y el sdlido se filtré a vacio y se lavd con
agua.

Una vez que el solido se seco, se trasvaso a un vaso de precipitado de 600 mL y se agreg6 200
mL de CH.Cl,. La mezcla se calentd y se agitdé constantemente. Luego se anadié aproximada-
mente 150 mL de MeOH hasta la obtencion de una solucion que se mantuvo en agitacion y
calentamiento hasta observar la precipitacion de un sélido. Se afiadieron gotas de agua para su
completa precipitacion. Finalmente, el precipitado se filtré a vacio y se obtuvo 9.75 g de un sélido
color blanco (rendimiento de reaccion: 98%), Esquema 3.

7.1.4. Sintesis del acido 2-formil-3-hidroxi-2-en
COOH

o]
W~

NaH
THF t.a

3
Esquema 4. Sintesis del compuesto 1,3-dicarbonilo por medio de una condensacién de Claisen

En un matraz bola de 100 mL, se colocé 2.0 g (4.26 mmol) del compuesto 3 y 64 mL de THF
anhidro. A esta solucion, se adicion6 880 mg (21.55 mmol, 5.0 eq) de NaH al 60% y se mantuvo
en agitacion constante durante 1 h a temperatura ambiente. Luego, se agreg6 3.2 mL (39.68
mmol) de formiato de etilo poco a poco durante 30 minutos. La reaccion se mantuvo con atmés-
fera de N2 en agitacion constante durante 18 h. La reaccion se monitoreé mediante CCF con
Hexano:AcOEt (60:40). Posteriormente, se removié cuidadosamente el THF en un rotavapor y
se coloco el matraz en un bafio de hielo y se agregd 100 mL de HCI 1M para remover el exceso
de NaH. El precipitado obtenido se filtr6 al vacio y se obtuvo un sélido color salmén.

El sélido obtenido se purificé mediante cromatografia en columna (CC) con una fase mévil de
Hexano:AcOEt (70:30) para obtener 1.25 g de un sélido color blanco (rendimiento de reaccion:
59%), Esquema 4.
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7.2 Sintesis de compuestos finales

7.2.1. Obtencioén de los derivados pirazélicos (metodologia A)
COOH

R-NHNH, HCI
.

EtOH 80°C

OCF; OCFzH OzNHz CN CONHZ COOH
5a

Esquema 5. Reaccion de ciclo condensacion para la sintesis de los derivados pirazélicos

En un matraz bola de 25 mL se colocé 200 mg (0.4 mmol) del compuesto 4, 1.1 eq de clorhidrato
de arilhidrazina (respectivamente para cada compuesto final) y 5 mL de EtOH. Posteriormente la
mezcla de reaccién se calenté a reflujo (80°C). La reaccidon se monitore6 mediante CCF con
Hexano:AcOEt. Después de 2 a 12 h, el disolvente se evapord en un rotavapor y la mezcla de
reaccion se purifico mediante CC con una fase eluyente de Hexano:AcOEt y luego se recristalizd
con CH2Clz, AcOEt y Hexano. Una vez que el compuesto precipitd, se filtré a vacio y se lavo con
Hexano caliente. El rendimiento de reaccion fue del 15 al 48%, Esquema 5.

7.2.2. Obtencion de los derivados pirazélicos (metodologia B)

En un matraz bola de 25 mL se colocd 200 mg (0.04 mmol) del compuesto 4, 1.7 eq de clorhidrato
de arilhidrazina (respectivamente para cada compuesto final) y 4 mL de DMF. La mezcla de reac-
cion se mantuvo en agitacion constante a temperatura ambiente durante 4-6 h y se monitored
mediante CCF con Hexano:AcOEt (60:40). Luego, la mezcla de reaccion se goted en un vaso de
precipitado con hielo y solucién de salmuera, y se dej6 en reposo hasta la obtencion de un pre-
cipitado que se filtré a vacio.

Una vez que el sdlido se secd, se disolvié en 60 mL de CH2Cl; y AcOEt (50:50), la mezcla se
calento y se agitd hasta su total disolucion. Luego, se agregaron 2 cucharaditas de carbon acti-
vado en las mismas condiciones durante 10 minutos. Enseguida se filtr6 sobre celita y se lavé
con la misma mezcla de disolventes. El agua madre recuperada se agitoé y se calentd hasta un
volumen final de 15 mL y se agregd Hexano gota a gota hasta la obtencion de un precipitado que
se filtr6 a vacio. El rendimiento de reaccion fue del 31 al 69%.

7.2.3. Condiciones de reaccion, purificacion, constantes espectroscopicas y espectrométricas
para los compuestos 5a-5h

Compuesto 5a: 2.5 h de reaccion, purificacion mediante CC en un sistema Hexano:AcOEt
(80:20). Rendimiento 15% (método A), 31% (método B). RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) dn
12.21 (bs, 1H), 7.54 (d, J = 8.8 Hz, 2H), 7.49 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.35 (s, 1H), 5.50 (s, 1H), 3.57
(d, J =15.4 Hz, 1H), 2.59 (s, 1H), 2.18 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 2.15 — 2.05 (m, 2H), 1.99 (s, 1H),
1.83-1.75(m, 2H), 1.74 - 1.64 (m, 3H), 1.54 (d, J=10.6 Hz, 1H), 1.42 (d, J = 11.9 Hz, 2H), 1.38
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(s, 3H), 1.33 - 1.22 (m, 3H), 1.18 (dd, J = 17.2, 10.1 Hz, 2H), 1.11 (s, 3H), 1.10 (s, 3H), 1.06 (s,
3H), 1.00 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.78 (s, 3H). RMN de "*C (151 MHz, DMSO-d6) 5 198.58, 177.67,
170.16, 148.26, 145.39, 141.16, 138.15, 131.11, 127.41, 120.01 (q, J = 256.86 Hz), 121.12,
113.88, 59.53, 53.37, 48.08, 44.65, 43.08,40.77, 37.51, 36.82, 34.19, 31.58, 31.26, 30.35, 29.22,
28.46, 27.80, 26.17, 25.82, 22.85, 22.47, 17.85, 15.40. HRMS (ESI-MS) m/z para CasHasF3N204*
[M + H]* calc. 653.3561; encontrado 653.3564.

Compuesto 5b: 8 h de reaccion, purificacion mediante CC en un sistema Hexano:AcOEt (70:30).
Rendimiento 30% (método A). RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) &1 12.21 (bs, 1H), 7.44 (d, J =
8.8 Hz, 2H), 7.36 (s, 1H), 7.32 (s, 1H), 7.28 (d, J = 8.7 Hz, 2H), 5.50 (s, 1H), 3.57 (d, J = 15.4 Hz,
1H), 2.59 (s, 1H), 2.18 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 2.10 (td, J = 12.6, 4.1 Hz, 2H), 1.99 (s, 1H), 1.83 —
1.75 (m, 2H), 1.75 - 1.66 (m, 3H), 1.54 (d, J = 10.7 Hz, 1H), 1.42 (d, J = 11.8 Hz, 2H), 1.38 (s,
3H), 1.32 — 1.23 (m, 3H), 1.18 (dd, J = 17.2, 10.0 Hz, 2H), 1.11 (s, 3H), 1.10 (s, 3H), 1.06 (s,
3H), 1.01 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.78 (s, 3H). RMN de "*C (151 MHz, DMSO-ds) &¢c 198.57, 177.66,
170.13, 150.94, 145.24, 138.99, 137.86, 130.78, 127.42, 118.41, 118.25, 116.20, 116.20 (q, J =
258.20 Hz), 114.14, 113.67, 59.55, 53.42, 48.07, 44.65, 43.07, 40.78, 37.50, 36.87, 34.21, 31.58,
31.27, 30.36, 29.19, 28.46, 27.81, 26.17, 25.82, 22.85, 22.41, 17.86, 15.40. HRMS (ESI-MS) m/z
para CsgHaoF2N204" [M + H]* calc. 635.3655; encontrado 635.3668.

Compuesto 5c¢: 8 h de reaccion, purificacion mediante CC en un sistema Hexano:AcOEt (30:70).
Rendimiento 27% (método A), 69% (método B). RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) 81 7.93 (d, J =
9.1 Hz, 2H), 7.60 (d, J = 8.5 Hz, 2H), 7.53 (bs, 2H), 7.37 (s, 1H), 5.50 (s, 1H), 3.58 (d, J = 15.4
Hz, 1H), 2.60 (s, 1H), 2.19 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 2.15 — 2.06 (m, 2H), 1.83 — 1.75 (m, 2H), 1.70
(m, 3H), 1.54 (d, J = 10.9 Hz, 1H), 1.42 (d, J = 11.4 Hz, 2H), 1.38 (s, 3H), 1.35 — 1.26 (m, 3H),
1.22 — 1.16 (m, 2H), 1.10 (s, 6H), 1.06 (s, 3H), 1.01 (s, 3H), 0.98 (s, 3H), 0.78 (s, 3H). RMN de
BC (151 MHz, DMSO-ds) d¢c 198.53, 177.64, 170.13, 145.43, 144.88, 144.42, 138.36, 129.66,
127.42, 126.16, 114.07, 67.37, 59.52, 53.40, 48.05, 44.64, 43.06, 40.78, 38.08, 37.49, 36.82,
34.23, 31.56, 31.19, 30.36, 29.81, 29.32, 28.41, 27.81, 26.17, 25.81, 23.21, 22.85, 22.40, 17.90,
17.86, 15.38. HRMS (ESI-MS) m/z para Cs7HsoN3OsS* [M + H]* calc. 648.3466; encontrado
648.3462.

Compuesto 5d: 4 h de reaccion, purificacion mediante CC en un sistema Hexano:AcOEt (60:40).
Rendimiento 24% (método A), 43% (método B). RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) dn 12.21 (bs,
1H), 7.99 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.63 (d, J = 8.4 Hz, 2H), 7.40 (s, 1H), 5.50 (s, 1H), 3.58 (d, J=15.5
Hz, 1H), 2.60 (s, 1H), 2.19 (d, J = 15.6 Hz, 1H), 2.13 - 2.07 (m, 2H), 1.99 (s, 1H), 1.83 = 1.75 (m,
2H), 1.74 - 1.66 (m, 3H), 1.54 (d, J=10.6 Hz, 1H), 1.42 (d, J = 11.3 Hz, 2H), 1.38 (s, 3H), 1.32 —
1.22 (m, 3H), 1.11 (s, 3H), 1.10 (s, 3H), 1.06 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.78 (s, 3H).
RMN de *C (151 MHz, DMSO-d6) &¢c 198.54, 177.65, 170.16, 146.11, 145.60, 138.69, 132.96,
130.07, 127.40, 118.14, 114.30, 111.86, 59.52, 53.37, 48.07, 44.64, 43.07, 40.77, 37.48, 36.79,
34.21, 31.57, 31.23, 30.35, 29.32, 28.46, 27.80, 26.17, 25.81, 22.85, 22.61, 17.89, 17.82, 15.41.
HRMS (ESI-MS) m/z para CssHsN3O3™ [M + H]* calc. 594.3690; encontrado 594.3689.

Compuesto 5e: 12 h de reaccion, purificacién mediante CC en un sistema CH2Cl.:MeOH (95:5).
Rendimiento 33% (método A), 60% (método B). RMN de 'H (600 MHz, DMSO-de) &1 12.21 (bs,
1H), 8.04 (m, J = 86.6 Hz, 3H), 7.44 (m, 4H), 5.50 (s, 1H), 3.57 (d, J = 14.3 Hz, 1H), 2.59 (s, 1H),
219 (d, J=13.7 Hz, 1H), 2.10 (s, 2H), 1.92 (s, 1H), 1.75 (d, J = 53.5 Hz, 5H), 1.52 (s, 2H), 1.38
(s, 3H), 1.11 (s, 3H), 1.10 (s, 3H), 1.06 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.78 (s, 3H). RMN de
3C (151 MHz, DMSO-d6) &¢c 198.58, 177.63, 170.15, 167.08, 145.28, 144.52, 138.04, 134.66,
128.83, 127.84, 127.40, 113.83, 59.54, 53.43, 48.06, 44.64, 43.06, 40.76, 37.49, 36.87, 34.23,
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31.56, 31.25, 30.36, 29.24, 28.46, 27.81, 26.16, 25.81, 22.86, 22.46, 17.86, 15.40. HRMS (ESI-
MS) m/z para CsgHsoN3O4* [M + H]* calc. 612.3796; encontrado 612.3795.

Compuesto 5f: 4 h de reaccién, purificacion mediante CC en un sistema Hexano:AcOEt (50:50).
Rendimiento 23% (método A), 46% (método B). RMN de 'H (600 MHz, DMSO-ds) dx 13.03 (bs,
1H), 12.43 (bs, 1H), 8.05 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.51 (d, J = 8.3 Hz, 2H), 7.37 (s, 1H), 5.50 (s, 1H),
3.58 (d, J =15.4 Hz, 1H), 2.60 (s, 1H), 2.19 (d, J = 15.5 Hz, 1H), 2.14 — 2.06 (m, 3H), 1.79 (dd, J
=19.5, 12.3 Hz, 2H), 1.74 — 1.66 (m, 3H), 1.53 (d, J = 10.6 Hz, 1H), 1.42 (d, J = 11.8 Hz, 2H),
1.38 (s, 3H), 1.22 - 1.16 (m, 2H), 1.11 (s, 3H), 1.10 (s, 3H), 1.06 (s, 3H), 1.01 (s, 3H), 0.97 (s,
3H), 0.78 (s, 3H). RMN de *C (151 MHz, DMSO-ds) &¢c 198.58, 177.67, 170.16, 166.58, 145.87,
145.38, 138.27, 131.25, 129.68, 129.20, 127.42, 114.00, 59.55, 53.43, 48.08, 44.66, 40.78, 37.51,
36.85, 34.24, 31.58, 31.26, 30.36, 29.28, 28.47, 27.81, 26.18, 25.82, 22.86, 22.50, 17.87, 15.42.
HRMS (ESI-MS) m/z para CssH4gN20Os" [M + H]* calc. 613.3636; encontrado 613.3636.

Compuesto 5g: 4 h de reaccion, purificacion mediante CC en un sistema Hexano:AcOEt (70:30).
Rendimiento 15% (método A). RMN de 'H (600 MHz, DMSO-de) &4 12.19 (bs, 1H), 7.85 (d, J =
8.1 Hz, 2H), 7.57 (d, J = 8.2 Hz, 2H), 7.38 (s, 1H), 5.50 (s, 1H), 3.58 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 2.60 (s,
1H), 2.19 (d, J = 15.4 Hz, 1H), 2.10 (dd, J = 12.4, 9.1 Hz, 2H), 1.85 — 1.74 (m, 2H), 1.75 — 1.65
(m, 3H), 1.54 (d, J = 11.1 Hz, 1H), 1.42 (d, J = 12.0 Hz, 2H), 1.38 (s, 3H), 1.35 — 1.15 (m, 5H),
1.11 (s, 3H), 1.10 (s, 3H), 1.06 (s, 3H), 1.00 (s, 3H), 0.97 (s, 3H), 0.78 (s, 3H). RMN de *C (151
MHz, DMSO-dg) 6¢c 198.55, 177.65 170.15, 145.47, 144.83, 138.43, 136.40, 130.47, 129.52 (q, J
= 307.95 Hz), 127.41, 124.00, 114.10, 59.52, 53.36, 48.07, 44.64, 43.07, 40.77, 37.49, 36.80,
34.21, 31.57, 31.25, 30.35, 29.26, 28.46, 27.80, 26.16, 25.81, 22.84, 22.52, 17.84, 15.40. HRMS
(ESI-MS) m/z para CsgHasF3N203S* [M + H]* calc. 669.3332; encontrado 669.3331.

Compuesto 5h: 6 h de reaccion, purificacion mediante lavados con EtOH frio. Rendimiento 48%
(método A). RMN de 'H (600 MHz, CDCls) dx 11.74 (bs, 1H), 7.88 (d, J = 4.7 Hz, 1H), 7.59 (t, J =
7.7 Hz, 1H), 7.45 (s, 1H), 7.02 (d, J = 8.6 Hz, 1H), 6.69 — 6.64 (m, 1H), 5.94 (s, 1H), 3.41 (d, J=
15.4 Hz, 1H), 2.44 (s, 1H), 2.38 — 2.33 (m, 1H), 2.10 — 1.95 (m, 5H), 1.87 (dd, J = 13.3, 9.6 Hz,
1H), 1.73 — 1.66 (m, 1H), 1.56 — 1.41 (m, 6H), 1.36 (s, 3H), 1.23 (s, 3H), 1.21 (s, 3H), 1.20 (s,
3H), 1.16 (s, 3H), 0.86 (s, 3H). RMN de ®C (151 MHz, DMSO-ds) d¢ 198.72, 177.68, 170.21,
163.60, 156.47, 147.91, 145.17, 137.87, 127.38, 114.29, 105.45, 99.01, 59.32, 51.61, 48.11,
44 .55, 43.07, 41.31, 40.79, 37.77, 37.54, 35.65, 31.57, 31.19, 30.39, 28.44, 27.85, 26.14, 25.83,
22.90, 20.37, 18.33, 17.95, 15.20. HRMS (ESI-MS) m/z para C3sHsoN3O4* [M + H]* calc.
588.3796; encontrado 588.3800.

7.3 Ensayo de inhibicion in vitro de los compuestos 5a-5h sobre PTP1B

Se realizé un ensayo enzimatico colorimétrico para la inhibicién de los compuestos 5a-5h sobre
PTP1B. Los compuestos 5a-5h y los controles positivos (AG, acido ursélico y FC-122) se disol-
vieron en DMSO y se tomaron alicuotas de 0-10 pL, con 85 pL de una solucion madre de enzima
en buffer de Tris (50 mM) y 5 uL de una solucién de sustrato p-nitrofenilfosfato (pNPP, 10 mM).
Posteriormente se incubaron durante 15 min a 37° C y se determinaron las absorbancias a una
A de 405 nm. Los ensayos se realizaron por triplicado.?' El porcentaje de inhibicion se grafico
como funcién de las concentraciones del inhibidor. El valor de Clsy se calculd por un analisis de
regresion usando la siguiente ecuacion (OriginPro 2018):
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A
%PTP1B = 100

1+(%50)

Donde % PTP1B es el porcentaje de inhibicion, A1go €s la inhibicion maxima, i es la concentra-
cion del inhibidor, Clso es la concentracion requerida para inhibir la actividad de la enzima en un
50% y s es el grado cooperatividad.?'

S

8. Resultados y discusion

8.1 Sintesis organica

Se obtuvieron ocho compuestos derivados del acido glicirretinico y se caracterizaron por punto
de fusion, factor de retencion (Ry), espectroscopia de resonancia magnética nuclear de protén
(RMN de 'H) y de carbono (RMN de "*C), asi como espectrometria de masas (HRMS ESI-MS).
La asignacion de las sefiales de RMN de "Hy "*C y los espectros completos para cada compuesto
pueden consultarse en la seccion de anexos (Espectro 1-16). Las principales caracteristicas
fisicoquimicas y los rendimientos de reaccion de cada compuesto se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas fisicoquimicas de 5a-5h, asi como los rendimientos del ultimo paso de reaccion

Compuesto | Punto de fusién Sistgén: de Rs Apariencia ,ﬁ,::"mﬁ;‘:i
A B

5a 275-280 °C Hex"z‘gggg‘;OEt 0.42 Polvo blanco 15% | 31%
5b 240-246 °C Hex?gggggo'ﬂ 0.47 Polvo blanco 30% | ND
5c 250-255 °C CHZ(S(';::%?OH 0.50 Polvo beige 27% | 69%
5d 273-278 °C Hex"(":g:ggfo'ﬂ 0.50 | Polvoamarilento | 24% | 43%
5e >300 °C CHZ&;%‘?OH 0.375 |  Polvo blanco 33% | 60%
5f 278-280 °C CHZ(g(')z:%e)OH 0.35 Polvo blanco 23% | 46%
59 >300 °C Hex?gg:%Ao‘;OEt 0.375 | Polvo amarillento | 15% | ND
5h 228-230 °C Hex?gg::sAot):OEt 0.375 Polvo beige 48% | ND

(ND) No Determinado

Como se puede observar, el paso de ciclacion para la formacién de los derivados pirazdlicos
presentd rendimientos que van del 15% al 48%, a diferencia de los pasos previos de reaccion
que mostraron buenos rendimientos (60 al 98%). EI compuesto 5h mostré el mejor rendimiento
(48%), mientras que los derivados 5a y 5g fueron los menos eficientes (15%).

Uno de los factores determinantes en la eficiencia de la ciclacion se puede atribuir al efecto elec-
tronico de los sustituyentes. Los grupos electroatractores como -NO,, -CN, -COOH, -SO,;NH,
reducen la densidad electronica en los sitios reactivos, disminuyendo la eficiencia de la ciclaciéon
y por ende, obtener un bajo rendimiento. Por el contrario, el grupo piridina, debido a su posible
interaccion electrénica favorable, facilito la ciclacion, obteniendo el mayor rendimiento de reac-
cion
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Las condiciones de reaccion también jugaron un papel importante, ya que el etanol es un disol-
vente proético polar, y su uso pudo haber afectado la solubilidad. Ademas, la temperatura de reflujo
a 80°C generd la formacién de los distintos subproductos observados en la cromatografia de
capa fina, dificultando la purificacion de los compuestos finales.

Se ha reportado que, en la sintesis de derivados de pirazol, el uso de disolventes polares aproti-
cos como N,N-Dimetilformamida (DMF), N-metil-2-pirrolidona (NMP) o Dimetilacetamida (DMAc)
permite obtener mejores rendimientos, buena regioselectividad y se pueden realizar a tempera-
tura ambiente.?®

Por este motivo, se decidié optimizar este paso de reaccion para la obtencién de los compuestos
finales. Para ello se utilizé DMF como disolvente polar aprético, y un ajuste en la temperatura de
reaccion (a temperatura ambiente), como ya se ha descrito anteriormente. Estas modificaciones
permitieron mejorar el rendimiento final, debido a que con el uso de EtOH como disolvente los
rendimientos fueron del 15 al 48%, y con DMF fueron 2 veces mayor, logrando rendimientos del
31 al 69%. Asimismo, la ausencia de un reflujo minimizé la formacién de subproductos no desea-
dos, facilitando la purificacion de los compuestos.

8.2 Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La secuencia de reacciones empleada en este trabajo permitié obtener la serie 5a-5h. Sin em-
bargo, era necesario confirmar que el heterociclo pirazol estuviera fusionado al anillo A de AG.
Por lo tanto, para obtener una asignaciéon completa de los atomos de H y C, se realiz6 un analisis
de los compuestos (Figura 6) mediante espectros de RMN de "H'y °C.

Figura 6. Numeracién de carbono utilizada para la asignacion de sefiales de RMN de 'H y RMN de "3C.

Para todos los derivados pirazdlicos sintetizados, los datos de desplazamiento quimico del es-
queleto de AG concuerdan con estudios previos.” Por ejemplo, el singulete observado a despla-
zamientos de 12.20 a 12.22 ppm corresponde al hidrégeno del -COOH en posicién 30 (a 11.74
ppm en el derivado 5h). La sefal del proton vinilico (H-12) se encontré a 5.5 ppm y a 5.94 para
5h. En desplazamientos mas bajos (0.78 a 1.38 ppm), los siete singuletes que integran para tres
protones cada uno se asignaron a los siete metilos presentes en el esqueleto (de 0.86 a 1.31
ppm para 5h).

Sin embargo, hay algunas sefiales representativas en la region aromatica de 7.28 a 8.05 ppm.
Los dos dobletes que integran para un proton caracteristicos de un patrén para sustituido se
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asignaron al anillo de fenilo: J=8.8 y 8.5 Hz para 5a, J = 8.8 y 8.7 Hz para 5b, J=9.08 y 8.7 Hz
para 5¢, J=8.45y 843 Hz para 5d, J= 8.32 y 8.32 Hz para 5fy J= 8.10 y 8.21 Hz para 5g.
Mientras que un singulete de 7.32 a 7.40 ppm correspondié al anillo de pirazol. Para 5h, se
asignaron dos dobletes (J = 4.69 y 8.57 Hz) para H-2' y H-5' respectivamente, dos sefiales a
7.59 (H4') y a 6.66 (H-3") y un singulete a 7.45 ppm correspondiente al anillo de pirazol. Asi-
mismo, se asignaron sefiales para los hidrogenos de algunos sustituyentes, tales como una sefal
triple a 7.36 ppm (J = 73.71 Hz) de -OCF2H para 5b y un singulete a 7.53 ppm de -SO,;NH; para
5c.

De igual manera, las sefiales del esqueleto de AG observadas en los espectros de RMN de 3°C
coinciden con las anteriormente reportadas.” Por ejemplo, en desplazamientos de 198.53 a
198.78 ppm se encuentra la sefal de C-11,de 177.63a 177.68 ppm a C-30 y de 127.38 a 127.42
a C-12. En desplazamientos menores, en un rango de 30.39 a 15.20 ppm se obtuvieron siete
sefales asignadas a los CH3-23 al 29. En la region aromatica, el CH-pirazol se observé a des-
plazamientos de 137 y 138 ppm, mientras que las sefiales del fenilo (C-1"a C'6) en una region
de 145 a 113 ppm. También se obtuvieron sefiales propias de los sustituyentes, por ejemplo,
sefiales cuadruples a 120.01 ppm (J = 256.86 Hz) de -OCF3 para 5ay a 129.52 ppm (J = 307.95
Hz) de -SCF3 para 5g y una sefal triple a 116.20 ppm (J = 258.26 Hz) de -OCF:H para 5b.

8.3 Ensayo de actividad in vitro

Se realizé la evaluacién de la actividad inhibitoria del AG y los compuestos 5a-5h sobre la enzima
hPTP1B1-400 mediante un ensayo enzimatico colorimétrico (Tabla 2). Se realizaron distintas eva-
luaciones de los compuestos 5a-5h en un rango de concentracion de 0-50, 0-20 y 0-10 yM para
obtener la concentracion inhibitoria 50 (Clso) (Grafico 1).

Tabla 2. Resultados de la actividad inhibitoria sobre PTP1B y valores de solubilidad acuosa y coeficiente
de reparto octanol-agua determinados en SwissADME

Compuesto Clso+ D.S (uM) acﬁglsl:ab(llgzallgnL) Log p omw

5a 22+0.15 1.23 x 107 7.49

5b 6.1 +0.58 2.24x 107 7.18

5c 1.4+0.18 4.92 x 10°® 5.39

5d 6.8 £0.16 1.55x 10 6.37

5e 10.3£0.50 4.91x10° 5.75

5f ND 1.89 x10° 6.13

5g 2.0+0.04 458 x 108 7.97

5h 5.1+£0.02 3.95x 10°® 5.95

AG 29.0£0.36 3.32x10* 5.16
Acido ursélico 5.6 £0.31 2.69 x 10° 5.87
FC-122 21+0.14 6.87 x 107 6.93

(ND) No Determinado
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Grafico 1. Concentracién inhibitoria 50 (Clso) de 5¢ en un rango de concentracion de 0 a 7 uM.

Con los datos anteriores, es evidente que la actividad inhibitoria sobre PTP1B, es proporcional
al valor del Log P, asi pues, el derivado 5e con una amida como sustituyente (Log P = 5.75),
demostrd la menor potencia contra PTP1B de todos los derivados y mayor solubilidad acuosa
que el FC-122 de acuerdo con SwissADME. En cambio, el compuesto 5g con un trifluorometiltio
(Log P = 7.97) como sustituyente, fue el segundo compuesto mas potente de toda la serie, tres
veces mas potente que el acido ursdlico, equipotente al FC-122 y con menor solubilidad acuosa
que el FC-122. Es probable que el sitio donde se unen estos compuestos en la PTP1B tenga
residuos de caracter hidrofébico, lo que favorece la interaccion con los grupos lipofilicos de los
compuestos 5a y 5g, principalmente. Por otra parte, los compuestos 5d, 5e y 5h presentaron
mejor solubilidad acuosa y un valor de Log P mas bajo que FC-122, pero al realizar una compa-
racion entre sus resultados de Clsp, su potencia es de 3 a 5 veces menor que la del FC-122 contra
PTP1B.

No obstante, el compuesto 5¢ con una sulfonamida como sustituyente fue el mas potente de la
serie (hit) en la inhibicién de PTP1B, con un Cls, de 1.4 uM, superando a otros compuestos como
5a (Clsg = 2.2 pyM) y 5g (Clso = 2.0 uM). Ademas, 5¢ mostrd ser ligeramente mas potente que el
FC-122, cuatro veces mas potente que el acido ursdlico y 20 veces mas que el AG. Esto se puede
atribuir a que este grupo permite la formacién de puentes de hidrogeno con residuos clave en el
sitio donde se esté uniendo a PTP1B.

Adicional a esto, 5¢ presentd la mayor solubilidad acuosa calculada en comparacion con el resto
de compuestos y que el control FC-122. Esto sugiere que 5¢ permite que el compuesto esté mas
disponible en el medio bioldgico, favoreciendo su interaccidén con la enzima. Con respecto al Log
P, de acuerdo con las reglas de Lipinski, una de las propiedades biofisicas requeridas para un
candidato a farmaco oralmente activo es un valor de log P < 5. Pese a que Lipinski excluyo
explicitamente los productos naturales de estas reglas, a menudo permiten establecer correla-
ciones entre la potencia, la solubilidad y el valor de log P.*? Por ende, el compuesto 5c tiene el
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% de inhibicién

log P mas cercano a 5 (5.39) indicando una lipofilia moderada en comparacién con 5a (Log P =
7.49)y 59 (Log P =7.97), lo que sugiere que la incorporacion de grupos polares y/o voluminosos
como la sulfonamida es una estrategia efectiva en el disefio de inhibidores de PTP1B.

Por otro lado, el estudio de los dominios estructurales de PTP1B ha permitido desarrollar estra-
tegias de inhibicién dirigidas a la enzima. El dominio catalitico (PTP1B1.300) €s el sitio objetivo
para desarrollar inhibidores competitivos, bidentados y alostéricos, y el dominio regulador
(PTP1B301-400) €s un segundo sitio diana de inhibicion alostérica. Asimismo, la forma completa
de hPTP1B es la que se encuentra in vivo en el espacio citosélico, y parece que la region no
estructurada juega un papel importante en la modulacion de la actividad de la enzima.?®

Debido a lo antes mencionado, se realiz6 el ensayo de inhibicion enzimatica, de los compuestos
mas potentes 5¢ y 5g sobre la enzima PTP1B en su forma corta (hWPTP1B1.2s5) y en su forma
larga (hPTP1B1.400).
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Grafico 2. Ensayo de inhibicion enzimatica de los compuestos 5c¢ (izquierda) y 5g (derecha) utilizando las va-
riantes hPTP1B1.285 y hPTP1B1-400

Los resultados indicaron que la inhibicién varia dependiendo de la longitud de la hPTP1B utili-
zada para realizar el ensayo de actividad (forma corta o larga), ya que no hubo inhibicion so-
bre hPTP1B+285 en un rango de concentracién de 0-10 uM por parte de los compuestos 5¢ y 59.
En cambio, sobre hPTP1B1.400, S€ Obtienen los valores de Clso anteriormente calculados (Grafico
2). Esto indica que si el rango de concentraciéon hubiera sido mas amplio (ej. 0-50 uM) al utilizar
hPTP1B1.2s5, los valores de Clsp serian mayores que los obtenidos con hPTP1B1.4g0.

Por lo tanto, utilizar la enzima en su forma completa (incluyendo la parte no estructu-
rada, hPTP1B1.00), que es la que se encuentra in vivo, influye positivamente en el calculo de este
parametro y es crucial para obtener resultados de inhibicion fiables.?

9. Conclusiones

Se realizé la sintesis de ocho derivados del acido glicirretinico (con rendimientos globales de
reaccion del 10-33%) y se caracterizaron por punto de fusion, factor de retencion, RMN de 'H,
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3C y espectrometria de masas. La ruta de sintesis empleada y la optimizacién del ultimo paso
de reaccion permitié obtener los compuestos finales con mejores rendimientos de reaccion.

Los compuestos 5a-5h demostraron ser inhibidores mas potentes que el AG en la evaluacion in
vitro y solo el derivado 5c¢ con un grupo sulfonamida como sustituyente, demostro ser el derivado
mas potente de la serie (hit), asi como el que tiene una mayor solubilidad acuosa calculada y un
valor de log P moderado. Este compuesto ademas mostré ser mas potente que el FC-122 asi
como cuatro veces mas potente que el acido ursolico (compuesto de referencia).

Estos resultados resaltan la relevancia de la modificacién estructural en la optimizacién de inhi-
bidores de PTP1B y su potencial en el desarrollo de nuevas estrategias terapéuticas.
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Mass Spectrum SmartFormula Report

Analysis Info Acquisition Date  8/21/2024 5:13:33 AM
Analysis Name  D:\Data\Monica Rincon\Francisco Cortes Benitez\20240819_C-71.d
Method Tune Low extendido.m Operator ~ Admin
Sample Name  20240819_C-71 Instrument  micrOTOF 213750.00410
Comment
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.5 Bar
Focus Active Set Dry Heater 150 °C
Scan Begin 50 miz Set Capillary 4500V Set Dry Gas 4.0 l/min
Scan End 3000 miz Set End Plate Offset  -500V Set Divert Valve Waste
Intens. 4 +MS, 1.0min #118
x1047
35 653,3564
5]
] 654.3613
1 -
7 655.3623
0' - 656.3671
652 653 654 655 656 657  miz
Meas. m/z # lon Formula Sum Formula m/z err[ppm] |err][mDa] z mSigma #mSigma e Conf
653.3564 1 C38H48F3N204 C38H47F3N204 653.3561 0.3 1+ 8.5 1 even
Espectro 3. Férmula del espectro de masas del compuesto 5a
Mass Spectrum SmartFormula Report
Analysis Info Acquisition Date  8/21/2024 4:55:55 AM
Analysis Name  D:\Data\Monica Rincon\Francisco Cortes Benitez\20240819_C-70.d
Method Tune Low extendido.m QOperator Admin
Sample Name 20240819_C-70 Instrument  micrOTOF 213750.00410
Comment
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.5 Bar
Focus Active Set Dry Heater 150 °C
Scan Begin 50 mfz Set Capillary 4500V Set Dry Gas 4.0 I/min
Scan End 3000 m/z Set End Plate Offset  -500V Set Divert Valve Waste
Intens. ] +MS, 1.2min #143
x104
2.0+
1 635.3668
159
1.0
0.5
0 03 558.7747 6213700 J R
540 55 560 570 580 590 600 610 620 630  miz
Meas. m/z # lon Formula Sum Formula miz err[ppm] Jerr][mDa] =z mSigma #mSigma e Conf

635.3668 1

Espectro 4. Férmula del espectro de masas del compuesto 5b

C3BH49F2N204 (C38H48F2N204 635.3655

1.3 1+ 8.5

1 even



Mass Spectrum SmartFormula Report

Analysis Info Acquisition Date  8/22/2024 3:46:28 AM
Analysis Name  D:\Data\Monica Rincon\Francisco Cortes Benitez\20240820_C-84.d
Method Tune Low extendido.m Operator Admin
Sample Name 20240820 _C-84 Instrument micrOTOF 213750.00410
Comment
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.5 Bar
Focus Active Set Dry Heater 150 °C
Scan Begin 50 m/z Set Capillary 4500V Set Dry Gas 4.0 limin
Scan End 3000 mfz Set End Plate Offset -500 vV Set Divert Valve Waste
Intens. +MS, 1.7-1.7min #203-204
%1041
648.3462
41
3_
2: 640.3497
3 650,3491
647.4590 6513516 652.3528
647 648 649 650 651 652 miz
Meas. m/z # lon Formula Sum Formula mfz err [ppm] |err][mDa] z mSigma #mSigma e Conf
648.3462 1 C37H50N3055 C37H49N305S  648.3466 0.5 03 1+ 7.9 2 even
12956805 1 CT4HIINBO1052 1295.6859 4.1 54 1+ 89.0 5 even
Espectro 5. Férmula del espectro de masas del compuesto 5¢
Mass Spectrum SmartFormula Report
Analysis Info Acquisition Date  8/22/2024 4:03:36 AM
Analysis Name  D:\Data\Monica Rincon\Francisco Cortes Benitez\20240820_C-86.d
Method Tune Low extendido.m Operator Admin
Sample Name 20240820_C-86 Instrument  micrOTOF 213750.00410
Comment
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.5 Bar
Focus Active Set Dry Heater 150 °C
Scan Begin 50 miz Set Capillary 4500 V Set Dry Gas 4.0 l/min
Scan End 3000 m/z Set End Plate Offset  -500V Set Divert Valve Waste
Intens. ] *MS, 1.7min #204
%1047
] 594.3689
41
3
25 595.3733
1
b 596.3786
593.0 593.5 594.0 594.5 595.0 595.5 596.0 596.5 597.0 597.5 miz
Meas. m/z # lon Formula Sum Formula mfz err[ppm] |err|[mDa] z mSigma #mSigma e Conf
594.3689 1 C38H4BN303 C38H4TN303  594.3690 0.2 01 1+ 18.3 1 even

Espectro 6. Formula del espectro de masas del compuesto 5d
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Mass Spectrum SmartFormula Report

Analysis Info

Analysis Name

Method
Sample Name
Comment

Acquisition Date  8/22/2024 4:16:29 AM
D:\Data\Monica Rincon\Francisco Cortes Benitez\20240820_C-88.d
Tune Low extendido.m

20240820_C-88

Admin
micrOTOF

Operator

Instrument 213750.00410

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.5 Bar
Focus Active Set Dry Heater 150 °C
Scan Begin 50 m/z Set Capillary 4500 V Set Dry Gas 4.0 imin
Scan End 3000 miz Set End Plate Offset  -500 V Set Divert Valve Waste
Intens. +MS, 0.9min #102
x104]
612.3795
0.8
0.6
0.4- 613.3857
0.2+
614.3898
0ol 6113734 Vs £14.7049 6154060
611 612 ela 614 T oels 616 miz
Meas. m/z # lon Formula Sum Formula m/z err[ppm] |err][mDa] z mSigma # mSigma e Conf
612.3795 1 C3BH50N304 C38H48N304 6123796 0.2 01 1+ 265 1 even
Espectro 7. Férmula del espectro de masas del compuesto 5e
Mass Spectrum SmartFormula Report
Analysis Info Acquisition Date  8/23/2024 3:59:24 AM

Analysis Name

D:\Data\Monica Rincon\Francisco Cortes Benitez\20240822_C-89.d

Method Tune Low extendido.m Operator Admin
Sample Name 20240822_C-89 Instrument  micrOTOF 213750.00410
Comment
Acquisition Parameter
Source Type ESI len Polarity Positive Set Nebulizer 0.5 Bar
Focus Active Set Dry Heater 150 °C
Scan Begin 50 miz Set Capillary 4500V Set Dry Gas 4.0 min
Scan End 3000 miz Set End Plate Offset -500 v Set Divert Valve Waste
Intens. | +MS, 0.6-0.6min #78-77
x104
3 613.3636
5]
] 614.3667
14
615.3690
612.0 6125 613.0 6135 614.0 6145 615.0 615.5 616.0 616.5 miz
Meas. m/z # lonFormula Sum Formula z mSigma #mSigma e Conf

613.3636 1

miz err [ppm] |err] [mDa]
.1 0.0

C38H49N205 (C3BH48N205  613.3636 -0 1+ 10.4 1 even

Espectro 8. Formula del espectro de masas del compuesto 5f
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Mass Spectrum SmartFormula Report

Analysis Info

Acquisition Date  8/23/2024 4:33:48 AM
Analysis Name  D:\Data\Maonica Rincon\Francisco Cortes Benitez\20240822_C-91.d
Method Tune Low extendido.m Operator Admin
Sample Name 20240822_C-91 Instrument micrOTOF 213750.00410
Comment

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.5 Bar
Focus Active Set Dry Heater 150 °C
Scan Begin 50 m/z Set Capillary 4500 V Set Dry Gas 4.0 limin
Scan End 3000 m/z Set End Plate Offset  -500V Set Divert Valve Waste
Intens A +MS, 1.8-1.8min #211-213
x104]
2.0 669.3331
1.5
107 670.3347
057 671.3367
i 672.3412
00— e e e B
667 668 669 670 671 672 673 674 miz
Meas. m/z # lon Formula Sum Formula m/z err[ppm] |err|[mDa] z mSigma #mSigma e Conf
669.3331 1 C38H4BF3N2035 C38H47F3N203S 669.3332 0.2 01 1+ 16.4 1 even

Espectro 9. Formula del espectro de masas del compuesto 5g

Mass Spectrum SmartFormula Report

Analysis Info
Analysis Name

Acquisition Date  8/23/2024 4:15:41 AM

D:\Data\Monica Rincon\Francisco Cortes Benitez\20240822_ C-90.d

Method Tune Low extendido.m Operator Admin
Sample Name 20240822_C-90 Instrument micrOTOF 213750.00410
Comment
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 0.5 Bar
Focus Active Set Dry Heater 150 °C
Scan Begin 50 m/z Set Capillary 4500 V Set Dry Gas 4.0 l/min
Scan End 3000 m/z Set End Plate Offset  -500V Set Divert Valve Waste
Intens.] +MS, 1.8-1.8min #219-220
%1 04:
] 588.3800
1.5
1.0
057 J
] 602.3554
P ,5?4.3359.1 RO WA 1LY e A 1 EI13.§|505 i
560 570 580 590 600 610 miz
Meas. miz # lon Formula Sum Formula m/z err[ppm] |errj[mDa] z mSigma #mSigma e Conf
588.3800 1 C36HS50N3D4 C36H49N304  588.3796 -0.7 04 1+ 34.5 1 even

Espectro 10. Férmula del espectro de masas del compuesto 5h
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Dr. Juan Francisco Cortés Benitez
No. Econémico: 42603

Asesor externo
M. en C.F. Ledy Cheyenne De la Cruz
Martinez
Numero de cédula: 12708577
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