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1. Resumen

Este estudio se enfoca en la sintesis y evaluacion de compuestos derivados del acido
litocélico con el objetivo de obtener inhibidores especificos para la Proteina Tirosina
Fosfatasa 1B (PTP1B), una enzima crucial en la regulacion de la resistencia a la insulina en la
diabetes tipo Il. El presente estudio responde a la necesidad de tratamientos efectivos para
esta enfermedad metabdlica, que afecta a millones de personas a nivel mundial. Se
sintetizaron seis derivados del acido litocélico incorporando heterociclos nitrogenados
saturados en la posicién C3. Estos se caracterizaron por sus propiedades fisicas y
espectroscopicas. Los resultados de los ensayos in vitro mostraron que algunos
compuestos, especialmente aquellos con tiomorfolina y piperazina, exhiben una inhibicién
significativa de la PTP1B, con valores de Cls, cercanos al del acido litocélico. La modificacién
guimica del 4cido litocdlico, al aumentar su biodisponibilidad y actividad inhibitoria ofrecen
una estrategia innovadora para mejorar el tratamiento de la diabetes tipo Il. Estos resultados
contribuyen en el desarrollo de tratamientos mas efectivos para mejorar la calidad de vida de
los pacientes afectados por esta condicion.

2. Introduccion

La diabetes tipo Il es una preocupacion creciente a nivel mundial que demanda enfoques
terapéuticos mas efectivos. En este estudio, se reporta la sintesis de derivados del acido
litocdlico, con la meta especifica de desarrollar inhibidores para la Proteina Tirosina
Fosfatasa 1B (PTP1B). Esta enzima desempefia un papel critico para la mejora a laresistencia
a la insulina, lo que hace que la busqueda de inhibidores especificos sea esencial para
mejorar el control glucémico en pacientes con diabetes tipo Il.

La complejidad de esta enfermedad, con sus raices profundas en factores genéticos y
ambientales, motiva la exploracién de soluciones innovadoras. El acido litocélico, conocido
por sus propiedades biolégicas diversas, sirve como la base para la sintesis de compuestos
con potencial aplicaciéon terapéutica. La modificacién quimica de este acido biliar no solo
busca mejorar su actividad inhibitoria sobre PTP1B, sino también abordar desafios
relacionados con sus diversos factores fisicoquimicos tales como la solubilidad acuosa.

La relevancia clinica de este enfoque radica en su capacidad para ofrecer tratamientos
personalizadosy efectivos. Al dirigirse especificamente a la enzima PTP1B, se espera mejorar
larespuesta alainsulinay, por ende, la disminucion de la resistencia a la insulina lo que daria
como tratamiento efectivo contra la diabetes tipo Il. Este estudio no solo se enfoca en llenar
unvacio terapéutico actual, sino que también promete contribuir a la evolucion de estrategias
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avanzadas y especificas para mejorar la calidad de vida de los pacientes afectados por esta
enfermedad metabdlica.

3. Planteamiento del problema y justificacion

La diabetes tipo Il ha mostrado un aumento considerable en prevalencia como en morbilidad
a nivel mundial. Tan solo en el 2021, la Federacién Internacional de Diabetes estimé que 537
millones de personas entre 20 a 79 afios viven con esta enfermedad, dando un resultado de
4.8 millones de fallecimientos. En México pasoé de ser una causa menor de muerte en 1940 a
ser la segunda principal en 2022, con 115,025 defunciones y 14.6 millones de afectados.
Esta investigacion se propone abordar la creciente demanda de tratamientos mas efectivos
para la diabetes tipo Il, ante la continua preocupacion a nivel mundial por esta enfermedad
metabdlica.

Aldirigir nuestra atencién hacia la sintesis de nuevas moléculas con propiedades que puedan
intervenir de manera efectiva en las complejas interacciones bioldgicas implicadas en la
enfermedad, buscamos contribuir al progreso de terapias mas eficaces. Este enfoque tiene
el propédsito de ofrecer nuevas alternativas terapéuticas para los pacientes afectados, con la
esperanza de mejorar significativamente su calidad de vida. ELAL es un inhibidor conocido de
la PTP1B, enzima que reduce la sensibilidad a la insulina, pero la insolubilidad de este
compuesto en agua limita su efectividad. Este estudio busca mejorar su solubilidad y
actividad mediante la sintesis de derivados con diferentes heterociclos nitrogenados.

4. Objetivo general

Sintetizar derivados del acido litocélico con diferentes heterociclos nitrogenados que tengan
actividad inhibitoria in vitro sobre la enzima Proteina Fosfatasa 1B (PTP1B).

5. Objetivos especificos

e Sintetizar seis derivados del 4cido litocélico con diferentes compuestos heterociclos
nitrogenados saturados en C3 en la misma posicién del acido litocolico.

e Determinar sus constantes fisicoquimicas (punto de fusién y factor de retencion) y
espectroscopicas (Resonancia Magnética de 'H) para todos los compuestos finales.

e Evaluar para todos los compuestos finales la actividad inhibitoria in vitro sobre la
enzima Proteina Tirosina Fosfatasa 1B (PTP1B).



6. Antecedentes

En el complejo panorama de la salud mundial, la diabetes se presenta como un problema
complicado, entrelazada con complejidades genéticas, factores ambientales y estilos de
vida contemporaneos. Esta condicion crénica, caracterizada por niveles elevados de glucosa
en la sangre, ha alcanzado dimensiones epidémicas, planteando desafios significativos a la
comunidad médicay cientifica en la comprensién de sus raices profundas que abarca desde
los primeros indicios de la enfermedad hasta las actuales estrategias de gestion. La
comprension de este trastorno histérico no solo proporciona una vision evolutiva del
conocimiento y los enfoques terapéuticos, sino que también resalta la urgente necesidad de
soluciones innovadoras en la constante lucha contra esta condiciéon que impacta la calidad
de vida de millones de individuos en todo el mundo.’

Mortalidad y Morbilidad

Actualmente, la diabetes mellitus se sittia en los primeros puestos a nivel global en termino
de enfermedades que causan tanto morbilidad como mortalidad. Su relevancia se debe a su
naturaleza cronico-degenerativa a nivel organico, ademas de generar un considerable
impacto econdémico tanto en los servicios de salud como en la vida del paciente, mismo que
experimenta una afeccién adicional en su calidad de vida; asi como de sus familiares.? En
el 2021, la Federacion Internacional de Diabetes estimo que alrededor de 537 millones de
personas de entre 20 a 79 afios tenian diabetes, de las cuales 4.8 millones fallecieron.®En
México, hasta 1940, la diabetes no era una de las principales causas de muerte, con una tasa
promedio de 4.2 defunciones por cada 100 mil habitantes, afectando a una de cada 100
personas adultas; sin embargo, a partir de 1950, la mortalidad por diabetes aumenté
gradualmente, situandose en el noveno lugar en 1980 con 14,626 defunciones confirmadas
y una tasa de 21.8 decesos por 100 mil habitantes. A finales del ano 2022, la diabetes
ascendié al segundo lugar entre las principales causas de muertes a nivel nacional con
alrededor de 115 025 personas, sin dejar de mencionar a las 14.6 millones de personas que
la padecen.?*

La diabetes mellitus tipo Il se ha vuelto una de las enfermedades mas comunes en nuestro
entorno, con una prevalencia cercana al 15%. Su incidencia estd en aumento debido a
cambios en el estilo de vida, falta de actividad fisica y la actual epidemia de obesidad,
vinculada a diversas complicaciones, siendo la principal causa de ceguera, enfermedad
renal cronica, hemodialisis, trasplante renal y amputacion no traumatica de extremidades.
Ademas, las personas con este tipo de condicion enfrentan un riesgo de 2 a 4 veces mayor



de sufrircomplicaciones cardiovasculares, siendo la principal causa de muerte en este grupo
(90-95%).°

Diabetes Mellitus tipo Il

La diabetes mellitus es una afeccién metabdlica en la que el cuerpo tiene dificultades para
regular los niveles de glucosa en la sangre. En términos mas especificos, esto puede deberse
a la falta de produccidn de insulina por parte del pancreas como es el caso de la diabetes
tipo I; también, puede deberse a una respuesta insuficiente a la insulina producida, como la
diabetes tipo Il; 0 a situaciones especificas como el embarazo, como la diabetes gestacional.
La insulina es clave para facilitar la entrada de la glucosa en las células, donde se utiliza
como fuente de energia. Cuando hay un desequilibrio en este proceso, se producen
elevaciones en los niveles de glucosa en la sangre, lo que puede llevar a complicaciones a
largo plazo.?®

El desarrollo de la diabetes tipo Il se caracteriza por la reduccién en la funcionalidad de las
células [, asi como por la disminucién de la actividad de las vias de la fosfatidilinositol-3-
quinasa (PI3K) y la proteina quinasa B (PKB). Esta situacion se atribuye principalmente a una
alteracion en la via de senalizacion de la insulina, lo que conlleva a una disminucién en la
actividad de los transportadores de glucosa (GLUT), especialmente GLUT1 y GLUT4. Como
consecuencia, la glucosa no puede atravesar la membrana plasmatica en los musculos, el
higado y el tejido adiposo, dando lugar a lo que se conoce como resistencia a la insulina,
caracterizada por la incapacidad del cuerpo para utilizar la insulina de manera eficiente.®

Actualmente, debido a la complejidad multifactorial de este tipo de diabetes y la diversidad
de objetivos moleculares en las vias metabdlicas asociadas con su etiologia, no existe una
diana farmacoldgica especifica que sugiera un tratamiento definitivo para esta enfermedad.
No obstante, se han identificado varios de ellos que pudiesen ser utilizados para su
tratamiento, como lo son los inhibidores de la dipeptil peptidasa-4 (DPP-4), agonistas
receptor de acidos grasos libres 1 (FFAR1), inhibidores de la a-glucosidasa, agonistas del
receptor activado por proliferadores de peroxisomas (PPAR), el potenciador de la
regeneracion hepatica (ALR), el receptor acoplado a proteinas G para el glucagdn (GCGr), el
transportador vinculado sodio-glucosa (SGLT), la fosfoenolpiruvato carboxicinasa (PEPCK)
y los inhibidores de la PTP1B, entre otros los mas relevantes.’



Proteina Tirosina Fosfatasa 1B (PTP1B)

La fosforilacion y desfosforilacion de residuos de tirosina constituyen un mecanismo crucial
para regular la actividad de las proteinas a nivel celular, siendo esencial para el correcto
funcionamiento de las redes de transduccion de sefales vinculadas a los receptores de
diversas hormonas, citocinas y otras moléculas bioactivas. Las PTP (proteinas tirosina
fosfatasa) se clasifican en tres subfamilias, como lo son las fosfatasas de tirosina
especificas, fosfatasas de doble especificidad y fosfatasas de bajo peso molecular. Cabe
destacar que, varias PTP, entre ellas la fosfatasa tirosina de proteinas a (PTPa), la fosfatasa
tirosina de tipo receptor LAR (PTP-LAR) y PTP1B, han sido identificadas como participantes
en la regulacién negativa de la via de sefalizacién de la insulina. La evidencia mas sélida
indica que PTP1B desempena el papel mdas crucial como regulador principal de este
proceso.®’

PTP1B es una proteina que esta en el reticulo endoplasmico liso y su funcion es controlar la
actividad de otras proteinas mediante un proceso llamado desfosforilacién de residuos de
tirosina. Esta actividad es esencial para que las senales de diferentes hormonas y moléculas
bioactivas se transmitan normalmente a través de las células y un aumento en la actividad
de PTP1B en tejidos periféricos parece ser esencial para establecer la resistencia a la
insulina, segun sugieren numerosos estudios. En conjunto, su funcién es conocida por llevar
a cabo el papel de regulacién en la sefalizacion tanto de la insulina como de la leptina.®

El entendimiento de esta proteina se basa en que PTP1B tiene tres partes estructurales
importantes: un area catalitica en el extremo N-terminal, una region reguladora desordenada
en el medio y un area sefializadora en el extremo C-terminal. Estas partes tienen funciones
especificas en la actividad de la PTP1B.

Por un lado, se ha descubierto que dominio catalitico de esta enzima (PTP1B1.300) €s €l sitio
clave para desarrollar diferentes tipos de inhibidores que podrian ayudar a regular la actividad
de la PTP1B. Por otro lado, la regién reguladora (PTP1Bao1-400) también se sugiere como un
segundo sitio importante para la inhibicién. Este segundo sitio es esencial para interactuar
con posibles inhibidores y hacer que sean mas efectivos.”

De este modo, PTP1B desempefa un papel importante en la regulacion de la via de
sefalizacién de la insulina, afectando la forma en que las células responden a la insulina y,
es por ello por lo que lainhibicidn de la PTP1B se ha considerado como una posible estrategia
para el disefio de farmacos que podrian mejorar el tratamiento de la diabetes tipo Il al
prolongar los efectos de la insulina.’



Acido litocélico

El acido litocédlico (AL), es uno de los principales acidos biliares excretados por los
mamiferos. Este se forma en el metabolismo por la 7a-deshidroxilacion bacteriana del acido
biliar primario, el &cido quenodesoxicdlico, en el colon.® Las propiedades biolégicas de este
compuesto y sus derivados han sido ampliamente estudiadas, entre ellas antimicrobiano,*
2 modulador del receptor de vitamina D,"® efecto anti proliferativo en lineas celulares de
céncer® asi como inhibidores del proteasoma.™ El AL tiene actividad inhibitoria moderada
sobre la enzima PTP1B con una concentracion inhibitoria media (Clso) de 12.7 pM.™ Sin
embargo, el AL al ser un acido biliar, tiene una baja solubilidad acuosa asi como una pobre
absorcién intestinal.

Por tanto, la modificacién quimica del AL para incrementar su biodisponibilidad, puede ser
una estrategia para el desarrollo de nuevos inhibidores de la PTP1By por ende un tratamiento
alternativo para la diabetes tipo Il. En este sentido, se sabe que la incorporacion de
heterociclos saturados nitrogenados es una estrategia comun para incrementar la
biodisponibilidad de moléculas bioactivas.' Por esta razén, en el presente proyecto, se
pretende llevar a cabo la sintesis de derivados del AL con diferentes heterociclos
nitrogenados saturados en la posicion C3. Adicionalmente se observara el impacto que
tienen estas modificaciones estructurales sobre la actividad inhibitoria sobre la enzima
PTP1B. Principalmente, se pretende estudiar el efecto de la presencia o ausencia de
heterociclos, la influencia del tamafio del heterociclo (homologia estructural), asi como el
reemplazo bioisostérico de un grupo CH, en la piperidina por oxigeno (en la morfolina),
nitrégeno (en la piperazina) o azufre (en la tiomorfolina).

Cabe resaltar que, por un lado, la morfolina a través de su atomo de oxigeno puede formar
enlaces de hidrogeno, lo que proporciona propiedades Unicas y que, junto a su lipofilia del
anillo, contribuye a diversas interacciones biolégicas.' Del mismo modo, se ha demostrado
en diversos estudios que la piperidina y sus derivados contribuyen a varias acciones, entre
ellas mejoran las propiedades estructurales de diversas moléculas dandoles mejor
absorcion, distribucion y metabolismo.'® Por otro lado, el anillo de la piperazina ofrece
caracteristicas que mejoran las propiedades farmacocinéticas de los candidatos a
farmacos; ya que, sus atomos de nitrégeno influyen en la solubilidad en agua de las
moléculas; ademas su versatilidad permite la introduccién de diversos grupos funcionales
gue mejoran la biodisponibilidad.™2°
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7. Materiales y métodos

Sintesis de derivados del acido litocélico

Para la obtencidn de los derivados semisintéticos 6a-6f (Esquema 1), se utiliz6 como materia
prima el acido litocdlico (1). Con el cual, se llevé a cabo una reacciéon de esterificacién
utilizando cloruro de tionilo en metanol para asi obtener el éster metilico del acido litocélico
(2). Este intermediario se hizo reaccionar con dicromato de piridinio (PDC) para la oxidacién
del carbinol en posicién C3y asi obtener el acido 3-oxolitocdlico (3). Mediante la reaccién de
epoxidacion de Corey-Chaykovsky, este intermediario se hizo reaccionar con yoduro de
trimetilsulfoxonio e hidruro de sodio en dimetilsulféxido, dando el éster metilico del acido
(3B-oxirano)litocolico (4) el cual, se hizo reaccionar con los heterociclos nitrogenados
saturados tales como la pirrolidina, piperidina, azepano, morfolina, piperazinay tiomorfolina
para dar los productos 5a-5f, respectivamente. A estos Ultimos se les realizé una reaccion de
hidrdlisis en medio alcalino para formar los productos finales 6a-6g, los cuales después se
trataron con acido clorhidrico concentrado en diclorometano, para formar los clorhidratos de
cada compuesto. Cabe mencionar que la sintesis de los intermediarios 2, 3y 4 se hizo acorde
a lo reportado en la referencia.?’

%, [o] -, [o} ‘., [o]
OCH,4 OCH,4
SOCl, PDC
—_—

MeOH CH,CI,

R 0°Cata Ho» 0°C ata. (o)

HO
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Esquema 1. Reactivos y condiciones para la obtencion de los derivados del acido litocélico 6a-6f.
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Caracterizacioén de los productos

El punto de fusidn de los compuestos fue determinado utilizando un equipo BUCHI modelo
M-565. Para la obtencion de los espectros de RMN de 'H, se emplearon espectrémetros
Agilent DD2 (Agilent, Santa Clara, CA, USA) y Bruker Ascend (Bruker, Billerica, MA, USA) a
una frecuencia de 600 MHz. Las muestras fueron analizadas utilizando cloroformo deuterado
(CDCls) y dimetilsulféxido-ds como disolventes.

a. Sintesis del éster metilico del acido litocdlico (2)

En un matraz redondo de 250 mL, se disolvieron 3.74 g (9.93 mmol) de acido litocdlico (AL)
en 100 mL de metanol (MeOH). La solucidn se enfrié a una temperatura entre 5y 10°C, y
posteriormente se anadieron 2.9 mL (24.3 mmol) de cloruro de tionilo (SOCL,). Después, se
realizé un andlisis por cromatografia en placa fina utilizando una fase maévil hexano-acetato
en una proporcion de 7:3 para verificar el término de la reaccion que durd 2 horas. Finalmente,
el metanol se concentré a presion reducida en un rotavapor. Al sélido obtenido se le
agregaron 150 mL de aguay se filtré al vacio. Se obtuvieron 3.27 g (84% de rendimiento) de
un compuesto blanco con punto de fusion de 76-80 °C, con la suficiente pureza para la
siguiente reaccion.

Posteriormente, se realizd un escalamiento de la reaccion, donde se ajustaron
proporcionalmente las cantidades de los reactivos, manteniendo las mismas condiciones
experimentales como temperatura y tiempo de reaccion, aungue fue necesario optimizar la
velocidad de agitacion para asegurar una mezcla mas homogénea. Las proporciones de AL
fueron 6 g junto a 120 mL de metanol (MeOH) y 4.64 mL de cloruro de tionilo (SOCL,). Se
obtuvieron 5.78 g (98% de rendimiento) de compuesto blanco.

b. Sintesis del éster metilico del acido 3-oxolitocolico (3)

En un matraz de fondo redondo de 500 mL, se disolvié 5.64 g (14.4 mmol) de éster metilico
del acido litocolico en 300 mL de diclorometano (DCM). La solucién se mantuvo en un bafo
de hielo/agua para asegurar que la temperatura no excediera los 10 °C. A continuacion, se
anadieron 2 g de silica a la reaccidn. Posteriormente, se agregaron 5.64 (14.9 mmol) de
dicromato de piridinio (PDC) en seis porciones, con intervalos de 15 minutos entre cada
adicion dejando reaccionar durante 72 horas. Una vez transcurridas las horas se tomo
cromatografia en placa fina en un medio de elusién hexano-acetato de etilo 8:2 para verificar
gue la reaccién termind. Posteriormente, el diclorometano se elimind por medio de
destilacion a presion reducida en un rotavapor. El sélido obtenido purificé en una columna
abierta de gel de silice utilizando como fase moévil hexano- acetato (85:15). Se obtuvieron
4.01 g (79% de rendimiento) de un sélido blanco con un punto de fusién de 115-118 °C.
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c. Sintesis del éster metilico del acido 3-epoxilitocdlico(4)

En un matraz de fondo redondo de 25 mL, se disolvieron 572 mg (2.8 mmol) de yoduro de
trimetilsulfoxonio (TMSI) en 8 mL de dimetilsulféxido (DMSO). Luego, se afiadieron 98 mg (2.4
mmol) de hidruro de sodio (NaH al 60%), manteniendo la mezcla bajo agitacion constante
durante una hora y en atmodsfera de nitrégeno (N.). Transcurrido este tiempo, se agregaron
502 mg (1.29 mmol) del éster metilico del acido 3-oxolitocdlico (3) disueltos en 2 mL
adicionales de DMSO. La reaccion se dejo con agitacion magnética constante por 24 horas,
después de las cuales se realizé una cromatografia en placa fina utilizando una fase moévil de
hexano-acetato en proporcion 8:2 para verificar la finalizacion de la reaccion. Una vez
confirmado el término de la reaccién, esta se deposité en 150 mL de agua. El precipitado se
filtré al vacio y se lavd con agua. Tras secar el sélido, se recuperd y se depositdé en un matraz
de bola de 50 mL, adsorbiéndolo con 7 mL de diclorometano (DCM) y 1 g de silica para
concentrarlo en rotavapor. Finalmente, el crudo de reaccidén se purificé en una columna
abierta de gel de silice utilizando como medio de elusién una fase mévil de hexano-acetato
en proporcion 9:1. Se obtuvieron 472 mg (97% de rendimiento), de un sélido blanco con un
punto de fusion de 132 °C.

Del mismo modo, se realizd un escalamiento de la reaccién, donde se ajustaron
proporcionalmente las cantidades de los reactivos, manteniendo las mismas condiciones
experimentales como temperatura y tiempo de reaccion, aunque fue necesario optimizar la
velocidad de agitacién para asegurar una mezcla homogénea. Las proporciones de acido 3-
oxolitocélico (3) fueron 3 g (7.7 mmol) junto a 25 mL de (DMSO), 3.531 g (16.1 mmol) de
yoduro de trimetilsulfoxonio (TMSI) y 0.587 mg (14.4 mmol) de hidruro de sodio (NaH) al 60%.
Se obtuvieron 2.56 g (88% de rendimiento) de compuesto blanco.

d. Reaccion de amindlisis para la obtencion de los intermediarios (5a-5f)

Se llevo a cabo una serie de reacciones bajo las mismas condiciones experimentales para
seis compuestos diferentes. A continuacién, se describe el procedimiento general seguido
para cada reaccion:

Enunmatraz de fondo redondo de 50 mL, se afiadieron 200 mg (0.49 mmol) del éster metilico
acido (3B-oxirano)litocolico (4), los cuales se disolvieron en 10 mL de etanol anhidro y se
mantuvieron en agitacion constante. Posteriormente, se anadieron los siguientes
compuestos correspondientes a cada una de las seis reacciones diferentes, en un bafo de
aceite:

e Pirrolidina: 0.12 mL (1.4 mmol) e Piperidina: 0.15 mL (1.4 mmol)
para el compuesto 6a para el compuesto 6b.
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e Hexametildienamina: 0.21 mL (1.4 e Piperazina: 128 mg (1.4 mmol)

mmol) para el compuesto 6¢. para el compuesto 6e.
e Morfolina: 0.13 mL (1.4 mmol) e Tiomorfolina: 0.15 mL (1.4 mmol)
para el compuesto 6d. para el compuesto 6f.

Después de ser afiadidos, se adapté al matraz un tubo condensador en posicion de reflujo y
la reaccion se ajustd a una temperatura de 70 °C durante 24 horas.

Transcurrido el tiempo, se realizé una cromatografia en placa fina utilizando una fase movil
de hexano-acetato en una proporcion 8:2 para corroborar que la reaccion habia terminado.
Finalmente, al concluir la reaccidn, esta se concentré al vacio en un rotavapor. El residuo se
purificd en una columna abierta de gel de silice y como fase mdvil una mezcla de hexano-
acetato en una proporcion 7:3. Los productos obtenidos que en su mayoria tuvieron una
consistencia oleosa, pero con la suficiente pureza para utilizarlos en la siguiente reaccién.

e. Reaccion de hidrdlisis del éster metilico para la obtencion de los
compuestos finales (6a-6f)

Parala hidrélisis de cada uno de los seis compuestos sintetizados en la reaccion anterior, se
procedio de la siguiente manera: a los compuestos obtenidos en la reaccion anterior, los
cuales estaban contenidos en un matraz de fondo redondo de 25 mL, se les anadieron 100
mg (1.8 mmol) de hidréxido de potasio disueltos en 5 mL de metanol (MeOH) y dos gotas de
agua. Esta mezcla de reaccion se mantuvo a temperatura ambiente con agitacion constante
durante 4 horas.

Una vez transcurrido el tiempo de reaccion, se verifico el término de la reaccion mediante
cromatografia en placa fina utilizando una fase movil de hexano-acetato en una proporcién
8:2. El disolvente elimind a presion reducida en un rotavapor. El sélido obtenido en cada
reaccion se precipitdé con 10 mL de diclorometano (DCM) y 1 mL de &cido clorhidrico
concentrado (HCL), manteniéndolo en agitacion constante durante 20 minutos. Finalmente,
el precipitado se filtro al vacio. Los compuestos finales se obtuvieron con rendimientos del
29 al 59%. Las constantes fisicoquimicas y espectroscoépicas son las siguientes:

Compuesto 6a: sélido amorfo color blanco; rendimiento = 29%; p.f. = 253-257 °C. 'H
NMR (600 MHz, DMSO-ds) 6+ =11.97 (s, 1H), 9.75 (s, 1H), 8.04 (s, 1H), 4.87 (s, 1H), 3.57
(s, 2H), 3.07 (s,3H), 2.22 (m, 1H), 1.08 (m, 1H), 2.02 - 0.97 (m, 30H), 0.91 (s, 3H), 0.87
(d,J=6.5Hz, 3H), 0.62 (s, 3H).

Compuesto 6b: sélido amorfo color crema; rendimiento = 43%; p.f. = 234-240°C. 'H
NMR (600 MHz, DMSO-ds) o= 11.97 (s, 1H), 9.18 (s, 1H), 5.00 (s, 1H), 3.40 (s, 2H), 3.02
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(s,2H), 2.22 (m, 1H), 2.10 (m, 1H), 1.94 — 0.97 (m, 35H), 0.91 (s, 3H), 0.86 (d, J = 6.5 Hz,
3H), 0.62 (s, 3H).

Compuesto 6¢: sélido amorfo color blanco; rendimiento = 39%; p.f. = 204-206 °C. 'H
NMR (600 MHz, DMSO-d¢) 1 = 11.96 (s, 1H), 9.38 (s, 1H), 5.01 (s, 1H), 3.45-3.35 (m,
2H), 3.24 (s, 2H), 3.10 (s, 2H), 2.52-2.47 (t,/=10.3 Hz, 1H), 2.25-2.18 (m, 1H), 2.14 -
2.05(m, 1H), 1.94-1.10 (m, 34H), 0.91 (s, 3H), 0.87 (d, /= 6.5 Hz, 3H), 0.61 (s, 3H).

Compuesto 6d: sélido amorfo color crema; rendimiento = 59%; p.f. =212-219°C. 'H
NMR (600 MHz, DMSO-d¢) 64 = 11.97 (s, 1H), 10.01 (s, 1H), 5.02 (s, 1H), 4.01 - 3.92 (m,
2H), 3.86 (d, /J=12.5Hz, 2H), 3.47 (t,/=11.3 Hz, 2H), 3.15(dd, /= 20.1, 6.1 Hz, 4H), 2.22
(ddd, J=15.1, 9.6, 5.2 Hz, 2H), 3.16 (dd, J = 20.1, 6.1 Hz, 4H), 2.22 (ddd, J = 15.1, 9.6,
5.2Hz, 1H),2.10(ddd, J=15.8,9.1, 7.1 Hz, 1H),1.92 (d, J=11.3 Hz, 1H), 1.85-1.73 (m,
3H), 1.66 (d, J = 10.5 Hz, 2H), 1.49 (ddd, J = 16.7, 9.5, 4.7 Hz, 3H), 1.40 — 1.28 (m, 8H),
1.29-0.97 (m, 10H), 0.91 (s, 3H), 0.86 (d, /= 6.5 Hz, 3H), 0.61 (s, 3H).

Compuesto 6e: sélido amorfo color blanco; rendimiento = 22%; p.f. =218-222°C. 'H
NMR (600 MHz, DMSO-d¢) 04 =10.48 (s, 1H), 10.03-9.73 (m, 3H), 8.03 (s, 2H), 4.97 (s,
2H), 3.76 (s, 2H), 3.63 - 3.49 (m,2H), 3.21 (s, 2H), 2.22 (ddd, J = 15.1, 9.6, 5.3 Hz, 1H),
2.10 (ddd, J=15.8,9.0, 7.1 Hz, 1H), 1.92 (d, /= 11.5 Hz, 1H), 1.87 - 1.73 (m, 2H), 1.66
(dd, /=10.3, 2.8 Hz, 2H), 1.56 - 1.41 (m, 3H), 1.39-1.28 (m, 8H), 1.28 - 0.96 (m, 10H),
0.91 (s, 3H), 0.86 (d, /= 6.5 Hz, 3H), 0.61 (s, 3H).

Compuesto 6f: sélido amorfo color blanco; rendimiento = 29%; p.f. = 209-212 °C. 'H
NMR (600 MHz, DMSO-ds) 61 =11.96 (s, 1H), 9.54 (s, 1H), 5.01 (s, 1H), 3.67 (s, 2H), 3.30
-3.18 (m, 2H), 3.12 (d, /= 3.3 Hz, 2H), 2.86 - 2.75 (m, 2H), 2.22 (ddd, J=15.2, 9.6, 5.3
Hz, 1H), 2.10 (ddd, /= 15.8, 9.2, 7.0 Hz, 1H), 1.94 - 1.60 (m, 7H), 1.56 — 0.94 (m, 22H),
0.91 (s, 3H), 0.87 (d, /= 6.5 Hz, 3H) 0.62 (s, 3H).

Ensayos de actividad in vitro de los compuestos finales

f. Ensayo de inhibicion de la PTP1B

Para el ensayo de inhibicién de los compuestos sintetizados se empled un método
espectrofotocolorimétrico. Se prepararon soluciones stock (1000 mM) en DMSO de los
compuestos finales y los controles positivos a usar seran el ortovanadato de sodio (OV) y el
acido ursélico (UA). Se utilizaron alicuotas de 1-10 mL de los compuestos evaluados (por
triplicado) y seran incubados con 90 uL de solucidn stock de proteina (96 nM) en solucién
buffer (50 mM; Tris-HCL, pH 6.8) y 5 yL del sustrato p-nitrofenilfosfato (pNPP, 10 mM) a 37°C
durante 15 min para después leer la absorbancia a A4s nm. El porcentaje de inhibicion se
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graficd como funcion de las concentraciones del inhibidor. El valor de Clso se calculd por un
analisis de regresidn usando la siguiente ecuacion (OriginPro 2018):

a) %PTP1B = —2X0 _

i S
1+(Ci’so)

Donde %PTP1B es el porcentaje de inhibicidn, A es la inhibicion maxima, i es la
concentracion del inhibidor, Cls, es la concentracion necesaria para inhibir el 50% de la
actividad enzimatica y s es el grado de cooperacion.

8. Analisis de resultados

Sintesis de derivados del acido litocélico

Los derivados del acido litocdlico se obtuvieron siguiendo la metodologia descrita en el
Esquema 1y los rendimientos obtenidos se observan en la Tabla 1.

Tabla 1. Rendimiento de los compuestos sintetizados.

Compuesto Rendimiento Compuesto Rendimiento
p obtenido p obtenido
2 84.5% 6¢c 38.89%
3 79.32% 6d 58.52%
4 97.5% 6e 21.59%
6a 28.06% 6f 28.8%
6b 43.02%

Ensayos de actividad in vitro de los compuestos finales

a. Efecto inhibitorio de los derivados del acido litocdlico (6a-6f) sobre PTP1B

Se evaluaron los compuestos 6a—6f como potenciales inhibidores de la enzima PTP1B
utilizando la variante APTP1Bi-40 (forma larga). Primero se probaron diferentes
concentraciones de inhibidores de referencia, ortovanadato de sodio (NasVO,), asi como las
mismas concentraciones para los seis compuestos.

Primero se realizé un screening para determinar a altas concentraciones qué compuestos
eran capaces de inhibir a la PTP1B. Los resultados iniciales mostraron que los compuestos
6a y 6b no presentaron inhibiciéon a concentraciones inferiores a 200 puM. Por otro lado, los
compuestos 6¢ y 6d mostraron inhibicién a concentraciones por debajo de 200 puM. El
compuesto 6e tuvo una actividad moderada, con inhibiciéon a concentraciones inferiores a
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100 pM. Sin embargo, el hallazgo mas significativo fue el derivado 6f, que demostré una
inhibicion por debajo de 50 puM.

b. Concentracién inhibitoria (Clso) de derivados del 4cido litocélico (AL) sobre PTP1B.

Para determinar la concentracion inhibitoria 50 (ICso) de los compuestos recién sintetizados,
se seleccionaron los derivados 6¢c-6f, que fueron los Unicos que mostraron actividad sobre la
enzima a concentraciones menores de 200 pM. El ensayo se llevd a cabo siguiendo el
procedimiento previamente descrito.'® Los resultados de este solo se pudo obtener el valor
de Clso para el compuesto 6f, el cual fue de 20 uM como se muestra en el Gréfico 1.

120
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S
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o
2
< 40+ Mads IC50 (User)
E Equation A0 1 +{xA50) =)
Plai H
A100 10154319 £ 186449
20 4 150 2004006 £0.35964
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Concentraciéon del compuesto (UM)

Grafico 1. Curva de concentracion inhibitoria 50 (Clso) del compuesto 6f.

9. Discusion

La sintesis y las evaluaciones de los compuestos derivados del acido litocélico (AL)
presentaron una serie de hallazgos que proporcionaron informacién relevante en cuanto al
potencial para inhibir a la enzima Proteina Tirosina Fosfatasa 1B (PTP1B).

Los intermediarios y los seis productos finales fueron sintetizados conforme a los
procedimientos descritos anteriormente, en términos generales, los intermediarios 2, 3y 4
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mostraron rendimientos de 84%, 79% y 98%, respectivamente, lograndose destacar una alta
eficiencia en estas primeras etapas de la ruta de reaccion.

En particular, la sintesis del compuesto 4, acido (3B-oxirano) litocdlico, fue de notable interés
debido a su elevado rendimiento (98%) y pureza, lo que permitié una caracterizacion
estructural precisa mediante difraccion de rayos X mostrando aspectos importantes sobre la
regioselectividad y estereoespecificidad de la reaccién de epoxidacion, tal y como se
muestra en la Figura 1.

Figura 1. Diagrama ORTEP del compuesto éster metilico del acido 3B-epoxilitocdlico (4)

Por otro lado, la sintesis de los compuestos finales 6a-6f mostraron una tendencia hacia
rendimientos mas bajos. Sin embargo, compuestos como 6e (22%) y 6a (28%) presentaron
rendimientos particularmente bajos en comparacion con otros, como 6b (43%) y 6f (58%).
Estavariabilidad puede atribuirse a factores como la reactividad diferencial de los nucledfilos
utilizados en cada reaccién. En el caso del compuesto 6¢, el bajo rendimiento puede deberse
alaformacién de un dimero por parte de la piperazina. Asimismo, tomando en cuenta que los
compuestos se precipitaron en diclorometano y acido clorhidrico, es probable que parte de
este compuesto se haya solubilizado en el medio y por tanto mermado el rendimiento de la
reaccion. Las constantes fisicoquimicas de estos compuestos finales se describen en la
Tabla 2.

Tabla 2. Resultados de punto de fusién, factor de retencién (Rf) y apariencia fisica para los
compuestos obtenidos.

R¢ Punto de
Compuesto (Hexano: Acetato Compuesto fusion Apariencia fisica
de etilo 8:2) (°C)
5a 0.31 6a 253-257 Solido color crema

18



5b 0.35 6b 234-240 Soélido color crema
5c 0.37 6¢c 204-206 Sélido color blanco
5d 0.3 6d 212-219 Sélido color crema
5e 0.27 6e 218-222 Sdélido color blanco
5f 0.35 6f 209-212 Sélido color blanco

Por ultimo, las evaluaciones y andlisis de los compuestos sintetizados en cuanto a su
capacidad inhibidora sobre la enzima PTP1B arrojé resultados mixtos. Los compuestos 6ay
6b no presentaron actividad a concentraciones inferiores a 200 uM enfatizando una baja
afinidad por la enzima; sin embargo, los compuestos 6¢ y 6d mostraron una inhibicién
apreciable en este rango de concentraciones, con valores de Clso entre 100 y 200 pM.

El derivado 6f con un grupo tiomorfolina fue el Unico compuesto con una inhibicién
significativa sobre la PTP1B (Clso = 20 uM).

10. Conclusiones

La sintesis de los seis derivados del acido litocélico y su evaluacidon como inhibidores de la
enzima PTP1B fueron llevaban a cabo satisfactoriamente, mostrando resultados con
rendimientos variados de los compuestos finales, que oscilaron entre 21% y 59% siendo
éstos moderados, de los cuales, los compuestos 6ay 6b no mostraron inhibicién significativa,
mientras que 6¢ y 6d presentaron actividad pero no tan significativa, el compuesto 6e mostré
inhibicion moderada, mientras que 6f fue el mas prometedor con una Cls, de 20 pM.

Cabe destacar que, aunque los compuestos no mostraron una inhibicién mayor que la del
acido litocolico (AL), tienen potencial para ser optimizados en estudios futuros, lo que podria
mejorar su potencia in vitro sobre la PTP1B.
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