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RESUMEN

Mediante el proceso inflamatorio, el sistema inmune puede causar dafos
colaterales cuando se sobreactiva o no es terminado apropiadamente, dando lugar
a patologias nuevas o anteriores. El tratamiento de la inflamacién cuando se asocia
a enfermedades crénicas puede ser prolongado y los farmacos empleados generan
diversos efectos secundarios como la inmunosupresion o dafo hepatico, lo que
ocasiona un impacto negativo en la calidad de vida de las personas que la padecen
y un aumento en los costos de salud publica. En la busqueda de mejores agentes
farmacologicos para el tratamiento de enfermedades inflamatorias, en este trabajo
se propone a los bisfosfonatos (Bp) como moléculas con actividad antiinflamatoria.
En la literatura existen reportes de Bp como inhibidores de blancos importantes en
el desarrollo de la inflamacién como citoquinas, quinasas y metaloproteinasas de
matriz. Recientemente, en el grupo de trabajo se desarrollaron nuevos Bp con
actividad antiinflamatoria por via oral y topica (moléculas 27 y 28) comparables al
farmaco indometacina. Esta importante actividad antiinflamatoria condujo a centrar
nuestra atencion en la modificacion estructural de los derivados 27 y 28 con el fin
de encontrar derivados mas potentes y de baja toxicidad.

Por lo anterior, en este trabajo se disefiaron, sintetizaron y evaluaron nuevos
bisfosfonatos. Para el disefio, se propusieron 19 moléculas estructuralmente
relacionadas a 27 y 28. Utilizando el disefio asistido por computadoras, se
seleccionaron aquellas que combinaran criterios de prediccion de alta actividad
antiinflamatoria (PASSonline), baja toxicidad (Acutox) y efectos secundarios
(Adverpred), ademas de reunir caracteristicas para tener buena solubilidad y

permeabilidad (reglas de Lipinski, Molinspiration).

4 le) )
o) ]
; \ I Remplazo P(OEt),
~...N P(OEt),  bioisostérico
- P(OEt
41; R=Et, PA=0.77
2728 42; R = t-Bu, PA = 0.71
27; Pirrolidina, PA = 0.51 44; R = CgHs PA = 0.66
L 28; Piperidina, PA = 0.51 45 R = 4-OC’H3C6H4, PA=063
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De este cribado se seleccionaron a los compuestos 41-42 y 44-45, concluyendo en
que el remplazo bioisostérico de una amida por un éster puede potenciar el efecto
antiinflamatorio.

Acto seguido, los compuestos objetivos fueron sintetizados en dos etapas de
reaccion. La primera inicié con la reaccién entre diferentes alcoholes y bromuro de
bromoacetilo para formar el correspondiente éster 34-37 con rendimientos de 42-
82%. Posteriormente, el tratamiento de tetraetiimetilendifosfonato con NaHMDS
bajo atmédsfera de nitrogeno, seguido por la adicidén de los ésteres 34-37 permitio la
obtencién de los compuestos objetivos con rendimientos mayores al 44%. El analisis
por espectroscopia IR, EMAR y RMN ('H, '3C y 3'P) confirmo la estructura de los
bisfosfonatos 41-42 y 44-45. Con los compuestos sintetizados, se procedio a la
evaluacion biolégica. Cuando los bisfosfonatos 41-42 y 44-45 se evaluaron in vivo
en el modelo de carragenina (administracién via oral) se encontré que 41 y 42
presentaron mayor actividad antiinflamatoria en comparacion con 27 y 28, y una
actividad comparable al farmaco de referencia indometacina. Por su parte, en el
modelo de TPA (administracién via tépica) se encontré que 44 y 45 presentaron
actividad antiinflamatoria comparable con 27 y 28 e indometacina. Finalmente, un
estudio de toxicidad aguda realizado en un periodo de 14 dias mostré que a dosis
unica de 50 y 100 mg/kg, los compuestos 41-42 y 44-45 no generan letalidad.

En conclusién, el reemplazo bioisostérico del grupo funcional amida por un éster
alifatico o aromatico en los compuestos 27 y 28, mejora la actividad antiinflamatoria
en el modelo de administracion via oral y mantiene el efecto al ser administrados

por via topica.

4 )

Sintesis
B Base (EtO) ;:' g(OEt) (o} EFi’(OEt)
r : 2N 2 2
ROH + \n/\Br disolvente o R’O\H/\Br » R”7
o) 0-25°C o NaHMDS le)
34-37/THF o2 P(OE),
0°C me
34; R = Et; Et;N/CH,Cl,, 42% 22, R = Et, 73%0
35; R = £-BUEt;N/CH,Cly, 71% 23, R = t-Bu, 44%
36; R = Bn; NaHCO/CHACN, 71% 25,R=6Bn 56%
. 37, R = 4-OCHy-Bn; NaHCO4/CH,CN, 82% 26 R =4-OCHaBn, 61% )
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1. INTRODUCCION

El sistema inmunol6gico o también llamado sistema inmunitario es el conjunto de
tejidos, células y moléculas que funcionan como resistencia ante las infecciones o
dafios fisicos y quimicos. Su principal funcién es la de erradicar infecciones al
momento o prevenir futuras, ademas de restaurar el tejido dafiado 3.

Una caracteristica muy particular en la activacion del sistema inmune es la
inflamacion, un proceso de multiples etapas que bajo condiciones normales es
benéfica para el mantenimiento de la homeostasis, pero puede ser deletérea cuando
existe una baja o prolongada respuesta inmune, la cual se asocia con muchas
enfermedades como el cancer, la artritis o diabetes, entre otros'.

Dentro de los tratamientos para la inflamacion existe una amplia gama de farmacos
para aliviar los sintomas y detener la progresion. El principal problema de los
tratamientos radica en que la mayoria esta asociado a diversos efectos secundarios
como malestar estomacal, Ulcera, inmunosupresion, nefro y hepatotoxicidad?®.

En vista de lo anterior, existe la necesidad de desarrollar nuevos y mejores farmacos
que superen estas desventajas. En el presente trabajo se propuso sintetizar y
evaluar la actividad antiinflamatoria de nuevos bisfosfonatos, con miras a contribuir

en la busqueda de nuevos agentes antiinflamatorios.
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2. ANTECEDENTES

Como se menciond anteriormente, el sistema inmunologico actua para combatir
infecciones o tejidos dafados; sin embargo, en ocasiones pueden existir algunas
discrepancias en su funcionamiento.

En situaciones en las que se tiene una baja o defectuosa reacciéon coordinada del
sistema inmunologico (repuesta inmunitaria), se puede aumentar la proclividad a
infecciones que ponen en riesgo la vida de las personas; por el contrario, una
respuesta prolongada o excesiva, puede predisponer a enfermedades alérgicas,
autoinmunitarias y otras enfermedades inflamatorias como la artritis reumatoide?.
El sistema inmunitario puede ser estimulado por vacunas para responder a
infecciones, sin embargo, no es su unica funcion, también actua como barrera para
el trasplante y la terapia génica, frente a tumores, injertos tisulares y a xenobidticos;
ademas, participa en la eliminacion de células muertas y la reparacion tisular?.

La manera en como el sistema inmunolégico responde a estos danos puede ser
dividida en dos partes, inmunidad innata e inmunidad adaptativa.

La inmunidad innata es un mecanismo de defensa desarrollado por organismos
multicelulares como un proceso de supervivencia durante su evolucion en respuesta
a infecciones microbianas, asi como la eliminacion y reparacion de células dafiadas
y necrosadas. Este mecanismo es el primer paso critico en la defensa del hospedero
contra las infecciones y el inicio de la reparacion de tejido afectado. Esta compuesta
de barreras epiteliales, células y antibidticos naturales. Las dos principales
reacciones celulares de este tipo de inmunidad son la inflamacion y la defensa
antivirica, ademas, sirven para estimular y potenciar la inmunidad adaptativa
cuando esta ha sido superada por infecciones microbianas™.

En cambio, la inmunidad adaptativa es un mecanismo de defensa mas especifico
que se adapta a los agentes extrafios invasores y esta compuesto de células
denominas linfocitos y sus diversos productos, entre estos estan los anticuerpos,
gue son sustancias capaces de reconocer secuencias unicas de antigenos. Su gran
relevancia radica en su especificidad, diversidad y memoria. La especificidad hace
mencion a la capacidad de discriminar entre un gran numero de antigenos

diferentes. Por otra parte, la diversidad se refiere a que existen mas de un millén de
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linfocitos con diferentes anticuerpos, lo que le da la capacidad de reconocer un
numero equivalente de antigenos. Finalmente, existen linfocitos que cuentan con la
capacidad de reconocer antigenos especificos y ante exposiciones repetidas de
ellos, la respuesta inmunitaria es mayor y mas eficaz. Sin embargo, debido a las
grandes y rapidas mutaciones de los microrganismos cada vez se generan nuevos
antigenos, para lo cual el sistema inmune produce un tipo de células que le hacen
frente, este otro tipo de células se denominan linfocitos virgenes y su funcion es
identificarlos y expresar nuevos anticuerpos para los antigenos. A medida que estos
linfocitos reconocen nuevos antigenos, su descendencia contiene la misma
informacion genética y es capaz de responder ante situaciones similares, este
proceso lleva por nombre memoria inmunitaria y le da la capacidad al organismo de
combatir infecciones persistentes y recurrentes’.

La caracteristica mas importante e indicativa de la activacion del sistema inmune es
la inflamacién, y ésta comprende una serie de etapas que se desencadena en una
parte del organismo o en los tejidos de un érgano, en donde participan los eventos

antes mencionados.

2.1.Bioquimica de la inflamacion

La inflamacion es parte del proceso del sistema inmune para defender al cuerpo de
agentes nocivos, como bacterias y virus y/o de dafios quimicos o fisicos. El aumento
de la temperatura corporal, el enrojecimiento, la hinchazoén, el dolor y la pérdida de
la funcioén, son sefiales comunes que identifican esta condicién y se denominan
signos cardinales de la inflamacion®.

De manera general, la inflamacion es iniciada por agentes toxicos e infecciosos
como respuesta del sistema inmune. Hablando de la inflamacion infecciosa, esta
comienza con el reconocimiento de la infeccion por proteinas transmembranales
llamados receptores de reconocimiento de patrones (PPRs, por sus siglas en
inglés), encontradas en todas las células nucleadas de mamiferos, capaces de
reconocer agentes biologicos (patrones moleculares asociados a patégenos,
PAMPs por sus siglas en inglés) y danos fisicos o quimicos (patrones moleculares

asociados a dafios, DAMPs por sus siglas en inglés) (Figura 1-a)*. Estas
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interacciones generan un estimulo, por ejemplo la activacién de la Proteina Cinasa
C (PKC, por sus siglas en inglés), el cual resulta en la transmision de una senal al
nucleo de la célula (Figura 1) reflejandose en la expresion de genes inflamatorios a
través de la transcripcion y traducciéon de proteinas proinflamatorias denominadas
citocinas, tales como interleucina (IL) 1, 2, 6, 7, 17 y factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a), entre otros®. La funcion de las citocinas es marcar el sitio de dafio para el
reclutamiento de células efectoras como neutréfilos y monocitos (Figura 1-c). El
recorrido que realizan las células efectoras hacia el sitio de dafo es conocido como
diapédesis y es dividido en las siguientes etapas: marginacion, rodamiento y
adhesion. La marginacion es el proceso del movimiento de las células efectoras del
centro a la periferia de los vasos sanguineos, siguiendo la exudacion de fluido hacia
el sitio dafado. Una vez en la periferia, el rodamiento de los leucocitos permite la
adhesion hacia células endoteliales vasculares. El rodamiento y la adhesion son
producto de la interaccidn del neutrdéfilo con glicoproteinas presentes en la superficie
de células endoteliales llamadas selectinas (Figura 1-c). La adherencia es necesaria
para que posteriormente ocurra la diapédesis.

A la par, una vez identificado el sitio de dano, las células residentes del tejido como
macréfagos y mastocitos se encargan de la liberacion de histaminas, leucotrienos y
prostaglandinas a través de la catalisis de acido araquidénico por enzimas como
Ciclooxigenasas (COX) y Lipooxigenasas (LOX). Las sustancias generadas causan
vasodilatacion e incrementan la permeabilidad vascular, para asi facilitar el acceso
de células efectoras y fluido rico en proteinas (diapédesis y quimiotaxis) (Figura 1-
d).

Por ultimo, células dendriticas, macréfagos, neutréfilos y monocitos tienen la
capacidad de producir especies reactivas de oxigeno (EROs), especies
nitrogenadas y proteasas como metaloproteinasas de matriz, para crear un
ambiente citotoxico hacia el agente infeccioso o el tejido dafiado (Figura 1-e). Lo
anterior se logra por el proceso de fagocitosis de particulas extrafas, que
posteriormente son sacrificados por apoptosis, en un proceso mas extenso
denominado polarizacion y resolucién de la inflamacion (Figura 1-f) 478 o también,

pueden liberar el contenido citotoxico al ambiente extracelular. Esto es una
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caracteristica particular de los neutrofilos, células que expulsan su contenido
intracelular para formar una especie de red capaz de atrapar microrganismos
patogenos. La red se compone de histonas (proteinas antimicrobianas) y otros
componentes como las enzimas (proteasas), EROs y especies nitrogenadas, que
en conjunto se le denominan trampas extracelulares del neutrdfilo (NET, del inglés

neutrophil extracellular traps)®.

Figura 1. Bioquimica de la inflamacion. a) Reconocimiento de la infeccién, b) transmision de una
sefial al nucleo de la célula y transcripcion de proteinas proinflamatorias, ¢) migracion de células
efectoras hacia el sitio de dafo, d) vasodilatacidon e incremento de la permeabilidad vascular, €)
creacion de ambiente citotoxico hacia el agente infeccioso o el tejido dafiado y f) polarizacién y
resolucion de la inflamacion. Modificada de Ashley y colaboradores, 2012.

2.2. Enfermedades asociadas a la inflamacion

El mal funcionamiento del sistema inmunoldgico, conocido como inmunodeficiencia,
puede deberse a anomalias génicas de uno o mas componentes del sistema
inmunitario (inmunodeficiencias congénitas o primarias) o a factores externos como
infecciones, anomalias nutricionales o tratamientos médicos (inmunodeficiencias

adquiridas o secundarias)?.
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La inflamacién, como respuesta del sistema inmune juega un papel clave en el
comienzo y desarrollo de muchas enfermedades que incluyen la obesidad, artritis,
diabetes tipo 2 y cancer entre otras'%-12,

El cancer se caracteriza por un descontrol en el proceso de division celular
ocasionado un mayor numero de células andmalas que tienen la capacidad de
infiltrarse y destruir el tejido corporal normal. Este descontrol es producto de
mutaciones genéticas que pueden ser ocasionadas por diversos factores como la
inflamacion. Para ello, es necesario recordar que como parte natural del proceso
inflamatorio hay una etapa en la que células efectoras como neutréfilos son capaces
de fagocitar agentes invasores o células danadas y entonces, intracelularmente
crear un ambiente citotdxico para degradarlas, cuyas especies con este potencial
son radicales libres del oxigeno (como el anidon superoxido, radicales hidroxilo,
peréxido de hidrégeno) o del nitrégeno (éxido nitrico) asi como moléculas con
actividad microbicida como la mieloperoxidasa, enzima que utiliza el perdxido de
hidrogeno como sustrato para la produccion principalmente de acido hipocloroso,
compuestos altamente tdxicos que aumentan la actividad microbicida3. El problema
en esta etapa es que también el contenido celular se puede liberar hacia el exterior,
en un proceso denominado trampas extracelulares de neutrofilos o NETSs, el cual
funciona como una red que tiene la capacidad de atrapar microorganismos. Sin
embargo, también interactua con células del tejido con la posibilidad de generar
dano a nivel de DNA, ocasionando mutaciones que lleven a la célula a alterar
factores de crecimiento o condiciones para el crecimiento descontrolado
caracteristico del cancer??°.

Por ejemplo, se conoce que una inflamacion permanente y crénica del intestino
como la colitis, pueden contribuir al desarrollo de cancer colorrectal. También se ha
demostrado que la inflamacion puede actuar como un promotor de tumores vy
estudios recientes sugieren que el dafio causado al DNA durante un proceso
inflamatorio puede ser el vinculo entre colitis cronica y la iniciacién del tumor. Por
ejemplo, dentro de estos dafios se puede encontrar mutaciones en el gen supresor
de tumores APC (Adenomatous polyposis coli), el cual codifica a la proteina APC.

La pérdida de la funcion del gen esta asociada al desarrollo de poliposis
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adenomatosa familiar, un sindrome hereditario que predispone a un alto riesgo de
desarrollo de cancer colorrectal %1415,

Otras moléculas sobreexpresadas halladas en células cancerigenas, que también
forman parte del proceso inflamatorio, son las citocinas. Por mencionar algunas, las
citocinas IL-1, IL-6 y TNF, conducen a la activacion de NF-kB, STAT3, YAP y Notch,
los cuales, son factores de transcripcion que juegan un papel importante en la
promocion de la supervivencia y proliferacion celular'®-17.

Otro padecimiento relacionado a la inflamacion es la obesidad, una enfermedad de
etiologia multifactorial que se desarrolla cuando existe un desequilibrio entre la
energia obtenida a través del consumo de alimento y la energia gastada, la cual
posteriormente se acumula en forma de grasa en el tejido adiposo. El tejido adiposo
esta formado por células llamadas adipocitos, los cuales tiene la capacidad de
almacenar contenido lipidico en hasta un 95% de su masa celular, aumentando de
tamafo y numero. Por lo anterior, el fenomeno de hiperplasia e hipertrofia se
presenta en el tejido adiposo y al ocupar un volumen mayor, el suministro de sangre
a los adipocitos puede reducirse, ocasionado hipoxia, que posteriormente ocasiona
necrosis en la célula y por ende, genera la infiltracién de macrofagos en el tejido
adiposo, provocando la produccion de mediadores proinflamatorios. Entre ellos, las
citocinas TNF-a e IL-6 generados por macrofagos y la hormona adiponectina
sintetizada por los adipocitos. El resultado es una inflamacion sistémica
generalizada que puede originar otras enfermedades como la diabetes tipo 2
(DT2)1218.19,

Por otro lado, la DT2, se caracteriza por una deficiencia en la secrecion o accion de
la insulina. La insulina es una hormona que facilita el transporte de glucosa a las
células para utilizarla como fuente de energia. Cuando esta hormona no logra su
cometido, una concentracion elevada de glucosa en sangre estara presente y puede
conducir al desarrollo de DT2. Al unirse la insulina a su receptor, genera una
cascada de senalizacidon que permite el paso y metabolismo de glucosa, no

obstante, se ha demostrado que TNF-a es capaz de inducir resistencia a la insulina.
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El mecanismo molecular de la resistencia a la insulina inducida por TNF-a puede
implicar una fosforilacion excesiva de la quinasa c-Jun NH2-terminal (JNK),
concomitante con una reduccion en la fosforilacion del receptor de insulina (IRS-1).
JNK se activa a través de la proteina MAP4K4 estimulada por TNF-a, y es objetivo
ampliamente reconocido en la regulacion negativa de la sefalizacion de la insulina
a los puntos finales metabdlicos, por tanto, los supresores de la sefializacion de JNK
pueden mejorar la accion de la insulina y prevenir defectos en el metabolismo de la
glucosa, como la DT2'2,

Por otra parte, la artritis se define como una enfermedad articular inflamatoria,
autoinmune, cronica y de curso progresivo. Su etiologia aun no queda clara, no
obstante, se ha asociado a factores como la predisposicion genética, presencia de
agentes infecciosos (bacterias y virus) y a los habitos alimenticios. Lo que si se
conoce, es que cursa con un proceso inflamatorio cronico que afecta de manera
directa al revestimiento sinovial de las articulaciones’.

Actualmente la AR no tiene cura, no obstante, existe una amplia gama de farmacos
para aliviar los sintomas y avance de esta enfermedad, dentro de los cuales se
encuentran los farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINESs), glucocorticoides,

opioides y farmacos modificadores de la enfermedad (FAME).

2.3.Farmacoterapia de la inflamacién

Como se pudo analizar anteriormente, la inflamacion es una respuesta
inmunoldgica muy compleja y tiene diferentes etapas en las que se puede detener
o disminuir el proceso inflamatorio, razén por la cual existe un gran numero de
farmacos antiinflamatorios.

Después del descubrimiento del acido acetilsalicilico, el primer farmaco
antiinflamatorio inhibidor de las isoformas 1 y 2 de la enzima COX, diferentes
farmacos fueron sintetizados posteriormente, dentro de los cuales se encuentran

los opioides, glucocorticoides y AINEs (Figura 2).

30



Figura 2. Principales agentes antiinflamatorios.

2.3.1. Acetaminofén.

Acetaminofén o paracetamol (Figura 3), es el farmaco mas utilizado por
considerarse relativamente seguro. Inhibe las enzimas 6xido nitrico sintasa y COX,
y también actua como antagonista del receptor de sustancia P, un neuropéptido
involucrado en la percepcion del dolor. Los efectos del paracetamol en la
inflamacion son minimos por su poca capacidad para inhibir a la enzima COX,
actuando mejor como analgésico. Al parecer solo inhibe la COX en un entorno con
poco peroxido, lo cual explica su poca actividad antiinflamatoria, dado que los sitios
de infamacion contienen elevadas concentraciones de EROs?.

Aunque es relativamente seguro, estudios demuestran que puede aumentar la
probabilidad o la progresion de una enfermedad renal, asi como hepatotoxicidad.
Esto es asociado a un metabolito, el NAPQI (Figura 3), un compuesto altamente
electrofilo que reacciona facilmente con glutation o grupos tiol de proteinas en una
adicion tipo Michael. El ataque de los grupos tiol de proteinas hepaticas y la

posterior formacion de aductos se menciona con frecuencia en el mecanismo de
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hepatotoxicidad por acetaminofén, por lo cual no se recomienda su administracion

por periodos prolongados 2'.
H

oYy oY

Acetaminofén NAPQI

Figura 3. Estructura de acetaminofén y su metabolito toxico N-acetil-p-benzoquinonaimina
(NAPQI).

2.3.2. Farmacos Antiinflamatorios no Esteroideos (AINEs).

Son usados como farmacos de segunda linea para el alivio de dolores moderados
a fuertes. Actuan como inhibidores de COX-1 y COX-2. La primera es una forma
constitutiva que aparece en vasos sanguineos, estbmago y rinones, mientras que
la segunda isoforma se presenta en situaciones de inflamacién por citocinas y
mediadores inflamatorios.

Los AINEs se clasifican en 2 tipos: selectivos (inhiben COX-2) y no selectivos
(inhiben COX-1 y COX-2). Dentro de los no selectivos se encuentran el acido
acetilsalicilico, ibuprofeno, naproxeno, indometacina, entre otros; los cuales, no
pueden administrarse por tiempo prolongado debido a que inhiben la protecciéon de
la mucosa gastrica y esto favorece la aparicion de Glceras?'-22.

Por otro lado, los farmacos celecoxib, rofecoxib y valdecoxib (Figura 4) son
inhibidores altamente selectivos de la enzima COX-2. Aunque evita la ulceraciéon
gastrica, estos farmacos estan asociados con un alto riesgo de infartos al miocardio
y accidentes cerebrovasculares, motivo por el cual rofecoxib y valdecoxib fueron

retirados del mercado en 2004 y 2005, respectivamente 2223,
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Figura 4. Farmacos Antiinflamatorios no Esteroideos (AINEs) A) no selectivos y B) selectivos.

2.3.3. Opioides.

El tramadol (Figura 5) es el farmaco opioide mas empleado, aprobado para el
tratamiento de dolor moderado a severo y es recomendado para pacientes no
tolerantes a acetaminofén y AINEs. Es un agonista opioide débil de origen sintético,
que posee alrededor de un décimo de potencia de la morfina y es comparable con
la codeina. Inhibe la recaptacion de norepinefrina y serotonina, ayudando asi a
aliviar el dolor. Es utilizado con extrema precaucion en la poblacidn geriatrica debido
al aumento de la prevalencia de osteoartritis moderada a severa, y son mas
susceptibles a la sedacion, la confusion y el estrefimiento, por lo que no se

recomienda para uso cronico 2'-22,
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Figura 5. Tramadol, un opioide empleado en el tratamiento de la inflamacion.
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2.3.4. Glucocorticoides.

Actuan como agentes antiinflamatorios e inmunosupresores. La prednisolona y la
dexametasona (Figura 6) son los glucocorticoides de origen sintético mas
empleados. Estos farmacos reducen la concentracion de glébulos blancos, citocinas
y enzimas y por ende, bloquean la sintesis de prostaglandinas, leucotrienos,
bradiquininas e histaminas. Especificamente la prednisolona inhibe la expresion de
multiples genes inflamatorios (citocinas, enzimas, receptores y moléculas de
adhesion), por lo que, la reduccion de estos mediadores ayuda a explicar la
disminucién del dolor en pacientes. No obstante, se ha demostrado que el uso de
estos farmacos (prednisolona, dexametasona, hidrocortisona, betametasona, etc.)
produce efectos adversos como cataratas, hipertensién, hiperglucemia (en
pacientes diabéticos) y estan asociados con el sindrome de Cushing (aumento de
peso, cara de luna, piel fina, debilidad muscular y huesos fragiles) 2224,

OH

)

Prednisolona Dexametasona

Figura 6. Prednisolona y dexametasona, glucocorticoides empleados en el tratamiento de la
inflamacion.

2.4.Terapias biolégicas

Es importante mencionar a los anticuerpos monoclonales como terapias bioldgicas
muy eficaces para el tratamiento de enfermedades inflamatorias como la AR.

Las terapias bioldgicas estan dirigidas a regular la produccion de TNF-q, IL-23 e IL-
17 demostrando ser mas eficaces que la farmacoterapia convencional?®. Dentro de
este grupo se encuentran los inhibidores de TNF-a: infliximab, etanercept,
adalimumab, golimumab y certolizumab; inhibidores de interleucina 23 (IL-23):

ustekinumab, briakinumab, tildrakizumab, guselkumab y risankizumab; los anti-IL-
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17 como ixekizumab, secukizumab y brodalumab?®. La mayor desventaja de estos

tratamientos es su elevado costo, limitando el acceso a estos farmacos (Tabla 1) 5.

Tabla 1. Comparacién de los costos de adquisicion de distintos tratamientos bioldgicos del IMSS

para el tratamiento de enfermedades inflamatorias 2.

Nombre Blanco molecular Cantidad Precio
Infliximab TNF-a 100 mg $ 3762.07
Adalimumab TNF-a 40 mg $ 6082.68
Etanercept TNF-a 50 mg $4113.65
Tocilizumab IL-6 200 mg $ 3257.55
Rituximab TNF-a 100 mg $2617.73
Olumiant JAK (Janus quinasa) 50 mg $ 16857.00
Tofacitinib JAK (Janus quinasa) 140 mg $10191.22
Metotrexato Inmunosupresor 125 mg $ 56.00
Sulfasalazina Inmunomodulador 500 mg $96.19
Leflunomida Inmunosupresor 300 mg $ 391.55

Los altos costos son asociados al proceso de ingenieria genética y a los bioprocesos
subsecuentes. Ademas, los productos provenientes de otros mamiferos para uso
en humanos deben estar en una pureza del 100% porque, pequefas
concentraciones de otras sustancias pueden causar graves efectos en el paciente?8.
El elevado costo de estas terapias bioldégicas restringe el acceso vy
consecuentemente los tratamientos a largo plazo no puedan ser mantenidos,

aunado a que estan muy limitados en el sistema de salud publica en México.

2.5.Disefo de nuevas sustancias bioactivas mediante técnicas in
silico.
De acuerdo a lo recién descrito, la necesidad de contar con mejores farmacos
antiinflamatorios con propiedades farmacolégicas optimizadas esta presente. Las
herramientas informaticas estan evolucionado dia con dia, permitiendo predecir la
actividad bioldégica potencial de las sustancias, ademas de explorar su seguridad
antes de ser ensayadas. De esta manera se ha logrado reducir el numero de

experimentos que se emplean para ensayos biologicos, también se ha disminuido
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la cantidad de compuestos a sintetizar, solventando de esta manera un problema

asociado a cuestiones éticas y de elevados costos de experimentacion®.

2.51. Prediccion de actividad farmacolégica (farmacodinamia)
mediante el programa PASS.

La Relacion Cuantitativa Estructura-Actividad (QSAR, por sus siglas en inglés) es
un método en el que se correlaciona cuantitativamente la estructura molecular de
un compuesto quimico con una actividad biologica. Por ejemplo, PASSonline es un
programa QSAR ampliamente utilizado en la planificacién de ensayos in vitro o in
vivo, investigacion farmacéutica y la investigacion en salud debido a la capacidad
de predecir la probabilidad de una sustancia a presentar actividad farmacoldgica.
Se basa en la correlacion de la estructura bidimensional de la molécula y utiliza
técnicas estadisticas de reconocimiento de patrones, para finalmente relacionar
homologia con actividad biolégica por medio de un cribado en una base de datos®.
La estructura quimica esta representada por el conjunto de descriptores de
vecindades multinivel de atomos, (MNA, por sus siglas en inglés). Los descriptores
de MNA se basan en la representacion de la estructura quimica sin especificar los
tipos de enlace, incluye a los hidrogenos y demas atomos segun las valencias y las
cargas parciales30-32,

Los descriptores de MNA se generan iterativamente de la siguiente forma: el
descriptor de nivel cero es presentado por el tipo de atomo. Se agrega una marca
especial "-" al descriptor de nivel cero si el atomo no esta incluido en el ciclo. El
descriptor de cada nivel sucesivo es una concatenacién del descriptor de nivel cero
del atomo y esta puesto entre paréntesis®2.

Por ejemplo, para el caso del fenol, representado por los descriptores de MNA de
cero, primer y segundo nivel; para el primer atomo, C, el descriptor de MNA de nivel
cero es "C" (este atomo esta en ciclo), sus tres vecinos tienen descriptores de MNA
de nivel cero "C", "C" y "-H" (-H porque este atomo no esta en ciclo); entonces, el
descriptor de MNA de primer nivel es "C(CC-H)", mientras que para el segundo nivel
los descriptores de atomos vecinos representados en su primer nivel, "C(C(CC-
H)C(CC-0)-H(C))" (Figura 7)%.
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Atomo MNA/0 MNA/1  MNA/2

I C  C(CC-H) C(C(CC-H)C(CC-0)-H(C))
2 C  C(CC-H) C(C(CC-H)C(CC-H)-H(C))

3 C  C(CC-H) C(C(CC-H)C(CC-H)-H(C))

4 C  C(CC-H) C(C(CC-H)C(CC-H)-H(C))

5 C  C(CC-H) C(C(CC-H)C(CC-0)-H(C))

6 C  C(CC-0) C(C(CC-H)YC(CC-H)-O(C-H))

7 O -OC-H) -O(C(CC-0)-H(-O))

8§ H -H-O)  -H(-O(C-H))

9 H -H(QC) _H(C(CC-H))

10 H  -H(C) -H(C(CC-H)) Fenol
11 H -HC) _H(C(CC-H))

2 H -H(QC) _H(C(CC-H))

13 H -HQO) “H(C(CC-H))

Figura 7. Representacion del fenol por los descriptores MNA de cero, primer y segundo nivel
(MNA/O, MNA/1, MNA/2).

Estos descriptores se generan para cada estructura del conjunto de datos. Cada
descriptor particular tiene un numero entero unico. El calculo de la similitud entre

dos moléculas, Ay B, viene dada por:

XiZ, min[A(®D), B(D)]
M AW + XM, B@) — XM, min[A(D), B(D)]

sim(4,B) =

donde A(/) y B()) son cuentas del descriptor i en las moléculas A y B,
respectivamente; M es el numero total de descriptores. Las sustancias se
consideran equivalentes si tienen el mismo conjunto de descriptores de MNA. Dado
que los descriptores de MNA no representan las peculiaridades estereoquimicas de
una molécula, las sustancias cuyas estructuras difieren en la estereoquimica se
consideran equivalentes®?.

Por otra parte, el algoritmo para construir modelos de la relacién estructura-actividad
basada en los compuestos del conjunto de entrenamiento y la prediccion de
actividad para nuevos compuestos se basa en las estimaciones bayesianas®.

Con respecto a la confiabilidad del programa, PASSonline predice mas de 4000
tipos de actividad biolégica con una precision promedio > 95% y se ha utilizado con

éxito para predecir la actividad bioldgica de nuevos compuestos3.
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2.5.2. Prediccion farmacocinética de nuevos compuestos bioactivos
Por otro lado, aunado a la probabilidad de la actividad, también es importante tomar
en cuenta la solubilidad y permeabilidad de los compuestos, ya que estos dos
factores determinan en gran medida la capacidad de un compuesto para atravesar
la membrana celular y facilitar el proceso de absorcién. En 1996, Christopher A.
Lipinski y colaboradores analizaron las caracteristicas principales que comparten
gran parte de los farmacos comerciales administrados por via oral. Como resultado
hallaron similitudes fisicoquimicas y estructurales que hacen que los compuestos
sean permeables a la membrana y facilmente absorbidos por el cuerpo34. En primer
lugar, las sustancias tenian un peso molecular inferior a 500 Da. Segundo, la
lipofilicidad del compuesto, expresada en logP (el logaritmo del coeficiente de
particion entre el agua y el 1-octanol), era menor que 5. Tercero, el niumero de
grupos funcionales en la molécula que pueden donar atomos de hidrégeno para
formar enlaces de hidrégeno (generalmente la suma de los grupos hidroxilo y amino)
era menor que 5. Finalmente, encontraron que el numero de grupos que pueden
aceptar atomos de hidréogeno para formar enlaces de hidrégeno (estimado por la

suma de atomos de oxigeno y nitrégeno) era inferior a 10 (Tabla 2).

Tabla 2. Regla cinco de Lipinski.

Propiedad Criterio

Peso molecular <500 Da
Lipofilicidad (el logaritmo del coeficiente de particion entre agua logP <5
y 1-octanol)

El numero de grupos funcionales en la molécula que puede donar <5

atomos de hidrégeno para formar enlaces de hidrogeno
El numero de grupos que pueden aceptar atomos de hidrogeno <10

para formar enlaces de hidrégeno

A estas caracteristicas se les conoce como “regla cinco de Lipinski” y debido a su
simplicidad, estos criterios han sido muy utilizados en la quimica farmacéutica para
predecir la absorcion de compuestos a través de difusion pasiva y como sinénimo

de adecuada biodisponibilidad oral3®.
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2.6. Modelos biolégicos para la evaluaciobn de compuestos
antiinflamatorios.
Una vez identificado los mejores candidatos para el desarrollo, se deben realizar
experimentos para recopilar informacién sobre como se absorbe, distribuye,
metaboliza y excreta, sus potenciales beneficios y mecanismos de accién. Para ello
se realizan dos tipos de investigacion preclinica: in vitro e in vivo.
2.6.1. Modelos in vitro.

2.6.1.1. Cultivo de células de tejido linfoide

El tejido linfoide o linfatico comprende linfocitos, células plasmaticas y macréfagos,
principalmente. Tales células pueden ser cultivadas in vitro en medio RPMI y
posteriormente son estimuladas con colageno tipo Il, TPA o lipopolisacaridos de
bacterias patdogenas. EL estimulo genera la produccidn de citoquinas como TNF-a,
IFN-y, IL-5, IL-6 y IL-10 que pueden ser cuantificadas por la técnica de ELISA;
ademas, diversas proteinas como las MMPs pueden ser analizadas por Western
blot, de esta manera, diversos agentes pueden ser evaluados para medir su efecto
en la inhibicion o expresion de las moléculas antes mencionadas36-38,

2.6.1.2. Técnica de desnaturalizacion de albumina

La albumina es la proteina mas abundante en la sangre, producida por el higado,
ayuda al cuerpo a mantener el equilibrio de liquidos ademas de llevar nutrientes
vitales y hormonas.

Para 1968, Mizushima y Kabayashi observaron que la interaccion de algunos
farmacos antiinflamatorios clinicamente establecidos con algunas proteinas del
suero inhibia fuertemente la coagulacion por calor. A partir de ello se establecié el
modelo de la técnica de desnaturalizacion de la albumina®.

Una de las caracteristicas de la inflamacion es el aumento de la temperatura (calor),
entonces, si existen sustancias capaces de estabilizar proteinas séricas
bioldgicamente activas y labiles, por efecto del calor, estas mismas tendran
capacidad para el tratamiento de la inflamacién. Las condiciones experimentales de
este estudio consisten en disolver la albumina en un buffer de fosfatos, agregar los

tratamientos, calentar y posteriormente medir el grado de desnaturalizacién de la
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proteina por métodos espectrofotométrico UV-Vis. El grado de prevencion de la
desnaturalizacidn es proporcional a la capacidad antinflamatoria comparada con un
farmaco de referencia y un grupo control3%40.
2.6.2. Modelos in vivo.
2.6.2.1. Modelo de 12-O-tetradecanoilforbol 13-acetato (TPA).

El modelo de inflamacién auricular inducido por 12-O-tetradecanoilforbol 13-acetato
(TPA), un diéster de forbol, es una prueba muy utilizada para detectar la eficacia y
potencia antiinflamatoria tépica de diversas sustancias.

Dentro del mecanismo de accidén se ha demostrado que el receptor de TPA es la
Proteina Cinasa C (PKC, por sus siglas en inglés). La activacion de PKC inicia una
cascada de reacciones bioquimicas promoviendo una respuesta celular en la
secrecion, crecimiento y diferenciacion. Estos acontecimientos son mediados por
senales de respuesta inflamatoria a través de la via NF-kB, donde, NF-kB interactua
con multiples citocinas (por ejemplo IL1, IL-6, TNF). Ademas, dentro de las
caracteristicas particulares de este ensayo se encuentran la sobreproduccion de
citocinas inflamatorias, enzimas COX y LOX, aumenta el metabolismo de acido
araquiddnico (AA) a leucotrienos y prostaglandinas, y la expresion de diferentes
MMPs*#142,

A nivel visual, pasado de 1 a 4 horas posterior a la inoculacion, se presenta irritacion
de la piel y la inflamacion local, permitiendo una mayor permeabilidad vascular,
edema e hinchazén dentro de la dermis. Posteriormente, los leucocitos
polimorfonucleares (PMN) migran a la dermis en aproximadamente 24 horas y

pueden cuantificarse mediante el ensayo de mieloperoxidasa (MPQO)*3,

2.6.2.2. Modelo de carragenina.

Este modelo es frecuentemente utilizado para probar nuevos farmacos
antiinflamatorios, asi como para estudiar los mecanismos involucrados en la
inflamacion.

Las respuestas inflamatorias inducidas por carragenina, un carbohidrato natural
(polisacarido) obtenido de algas rojas comestibles, implican la activacion de los

receptores de células T (TLR) 4, activando vias candnicas que implican RelA (p65)
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y p50, y no canonicas, RelB y p52, proteinas que se unen a NF-kB1 o NF-kB2 para
formar el complejo NF-kB y desencadenar funciones inmunes innatas y adaptativas
y servir como mediador de las respuestas inflamatorias#4.

La metodologia se realiza en murinos y consiste en la administracion de carragenina
en la parte suplantar de la pata trasera, posteriormente se desarrolla el edema, para
el cual se ha descrito que varios mediadores operan en secuencia para producir la
respuesta inflamatoria®>46. La fase inicial del edema, que no esta inhibida por los
farmacos antiinflamatorios no esteroideos (AINE) como la indometacina o la
aspirina, se ha atribuido a la liberacién de histamina, 5-hidroxitriptamina (5-HT) y
bradiquinina. La segunda fase aceleradora de la hinchazéon no solo se ha
correlacionado con la produccidn elevada de prostaglandinas, sino que mas
recientemente se ha atribuido a la induccion de COX-2, pudiendo ser bloqueada por
los AINES. La infiltracion y activacion local de neutréfilos también contribuyen a esta
respuesta inflamatoria al producir, entre otros mediadores, radicales libres
derivados del oxigeno como el anidén superéxido, radicales hidroxilo, 6xido nitrico

(NO) y algunas proteasas*64’.

2.6.2.3. Edema inducido por Dextrano

El sulfato de sodio de dextrano (DSS) es un polisacarido sulfatado, soluble en agua,
cargado negativamente, con un peso molecular muy variable, que varia de 5 a 1400
kDa. El mecanismo por el cual el DSS induce inflamacion aun no esta claro, pero
es probable que sea el resultado del dafio al revestimiento de células epiteliales.

Cuando es utilizado para inducir edema en la pata del raton, el mecanismo probable
por el cual sucede el proceso inflamatorio es por dafos quimicos generado en las
membranas de las células. El modelo de DSS es muy popular en la investigacion
de procesos inflamatorios debido a su rapidez, simplicidad, reproducibilidad y
capacidad de control. Se pueden lograr modelos agudos, crénicos inflamacién

modificando la concentracion de DSS y la frecuencia de administracion#84°.
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2.6.2.4. Artritis inducida por Colageno.

El modelo artritis inducida por colageno se ha utilizado ampliamente para identificar
posibles mecanismos de autoinmunidad en artritis, el papel de los diferentes tipos
de células que participan, la progresion de la enfermedad, asi como el efecto anti-
inflamatorio de nuevas terapias.

Este modelo se realiza en cepas de murinos mediante la inmunizacion con colageno
tipo Il emulsionada en adyuvante completo de Freund (CFA, por sus siglas en
inglés). La patogenia resultante, se asemeja bastante a las caracteristicas
patolégicas de la AR, incluida la hiperplasia sinovial, la infiltracion de células
mononucleares, la degradacion del cartilago y la expresion de genes especificos de
CMH (complejo mayor de histocompatibilidad) o de clase Il. Por contraparte, la
diferencia mas notable entre este modelo y la AR es la expresién del factor

reumatoide, el cual no esta presente en el modelo de CIAC,

2.6.2.5. Edema inducido por Nistatina

La nistatina es farmaco antifungico del grupo de los poliénicos, del cual se ha
demostrado que ademas de su actividad original, puede inducir una respuesta
proinflamatoria, motivo por el cual se esta utilizando para generar modelos de
inflamacion en animales.

La base molecular de las propiedades proinflamatorias de la nistatina no esta
definida, sin embargo debido a su similitud estructural con la Anfotericina B, se
puede plantear que el proceso inflamatorio ocurra por un mecanismo similar. La
Anfotericina desencadena el proceso inflamatorio al interactuar con la membrana
de las células eucariontes, se adhiere a ella y ocasiona su ruptura. Estos dafios son
percibidos por el receptor TLR1 y TLR2 induciendo la secrecion de citocinas IL-1,
IL-8 y TNF-a. Por lo tanto, un mecanismo dependiente de TLR podria servir como

la base molecular de las propiedades proinflamatorias de la nistatina®'52,

2.6.2.6. Granuloma de hipersensibilidad de tipo retrasado.

Los granulomas son areas de inflamacion formadas por un cumulo de células

inmunes con el objetivo de erradicar sustancias extrafias. Esta caracteristica del
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sistema inmunolégico, sirvidé para desarrollar modelos cuya funciéon es medir los
aspectos en enfermedades inflamatorias que se caracterizan por la formacion de
tejido inflamatorio resultante de la proliferacion celular (monocitos, macrofagos,
endotelio, fibroblastos, linfocitos), caracteristica de patologias como la AR.

La metilacion de sustancias como la albumina de suero bovino (ASB) puede
contribuir a la inflamacion local del tejido, generando granulomas. Esta metilacion
afecta significativamente su plegamiento, generando una estructura conocida como
amiloide, que es completamente diferente a la estructura original y que puede
acumularse en cualquier 6rgano o tejido por largos periodos generando un efecto
citotoxico en las células circundantes.

El mecanismo por el cual se induce la inflamacion es debido a la induccion directa
de la producciéon de citocinas de la familia IL-1 a través de la activacion del
inflamasoma NLRP3.

La ventaja de este modelo es la capacidad de estudiar desde la acumulacion y
proliferacion de leucocitos hasta la funcién linfocitaria y la liberacion de mediadores

(linfocinas), caracteristicas de patologias como la artritis reumatoide.

2.6.2.7. Poliartritis inducida por adyuvante

En este modelo el desarrollo del proceso inflamatorio se debe a un estimulo por
antigenos. La patologia comienza una horas después de la inyeccion intradérmica
del adyuvante completo de Freund (Mycobacterium tuberculosis en aceite mineral)
en la pata del roedor®3.

Después de la administracion del antigeno, el primer evento es la deposicién de
fibrina a lo largo de la membrana sinovial y dentro de la capsula articular, como una
accién para atrapar la infeccion bacteriana. Sin embargo, a medida que la fibrina se
va degradando, los productos generados, quimiocinas/citocinas y las interacciones
plaquetarias complementarias generadas cerca de la membrana sinovial reclutan
macrofagos, neutrdfilos y linfocitos en el espacio articular y los tejidos circundantes.
La llegada continua de antigeno hacia las células T CD4+ y los monocitos aumenta
el proceso inflamatorio, culminando en una serie de mecanismos que erosionan

progresivamente el tejido sinovial, el cartilago y finalmente el hueso®3.
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2.7. Importancia de fosfonatos, bisfosfonatos y metodologias de
sintesis.

En la busqueda de nuevos compuestos antiinflamatorios, en los ultimos afios se ha
investigado a los fosfonatos, los cuales son compuestos organicos, bioisostero del
grupo fosfato y carboxilo. Resultan de la sustitucion del atomo de oxigeno que une
la unidad de fosfato en un esqueleto organico (R-O-P(0)-(0)2%), por un atomo de
carbono (R-C-P(0)-(0)2%)%. Dentro de este grupo de moléculas versétiles se
encuentran los bisfosfonatos, caracterizados por un elemento estructural P-C-P
(Figura 8).

1 o o o
.1\\0- P\ OX " R\
RO’P\ - R/ P\‘ XOIln.fvP‘. \OX
0 OoX OX  OX
Fosfato Fosfonato Bisfosfonato
R=Alq, Ar
X=H, Alq

Figura 8. Estructura general del grupo fosfato y fosfonato.

2.7.1. Sintesis de bisfosfonatos.

Los BP pueden prepararse mediante varios métodos: (1) reaccion de Michaelis-
Arbuzov entre un haluro de acilo y fosfito de trialquilo, formando un acilfosfonato de
dialquilo, seguido de la adicion de fosfito de dialquilo; (2) afiadiendo un haluro de
acilo a una mezcla de fosfito de trialquilo y fosfito de dialquilo; (3) a través de la
reaccion entre un acido carboxilico, acido fosforoso vy tricloruro de fésforo, seguido

de un paso de hidrdlisis y; (4) alquilacidn de tetraetil metilenbisfosfonato (Esquema
1)55,56_
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Esquema 1. Estrategia de sintesis para la obtencién de bisfosfonatos

A continuacion se presentan diversas metodologias para sintetizar los bisfosfonatos
a partir de las estrategias antes mencionadas.

Siguiendo la ruta 1), Yanvarev y colaboradores®’, reportan la sintesis de 4 nuevos
bisfosfonatos como inhibidores de la enzima retrotranscriptasa (RT) del virus de
inmunodeficiencia humana (VIH). A partir una reaccién one-pot entre el respectivo
cloruro de acido y fosfito de trietilo seguida de la adicion de fosfito de dietilo, se
generd el correspondiente bisfosfonato (Esquema 2). Los BP sintetizados se
purificaron mediante cromatografia en columna (CC) obteniéndose buenos
rendimientos (61-91%).

45



O O HO
O _|| -
RJi POEt); _ RQL/P//\O/\ H-P(OEY, _ O&Ro P\go
Cl  Benceno, 5°C O} IPrNHz, 5°C K 3 -~

R=
F sl g (CHals s © >
BOAN NG I

78% 91% 61% 64%

Esquema 2. Sintesis de bisfosfonatos inhibidores de la enzima retrotranscriptasa.

Respecto a la segunda estrategia, Bhushan y colaboradores®® sintetizaron un
analogo del pamidronato a partir de una reaccion one-pot entre un haluro de acilo
(derivado de la B-alanina), fosfito de trietilo y fosfito de dimetilo con una temperatura
de reaccion de 0°C hasta alcanzar la temperatura ambiente durante 30 min. El
pamidronato protegido con éster metilico se obtuvo sin el uso de ninguna base o

calentamiento, con un rendimiento total del 91% (Esquema 3).

0
0 o~ Q HO O~
+ L, . H-P-Q - HQN\/Q( o,
HZN/\)J\CI ~oPo I\ 0°Ca25°C O
| - 30 min, 91% O,/p\?

Esquema 3. Sintesis de bisfosfonatos analogo del pamidronato.

La ruta numero 3, representa la estrategia mas utilizada en la industria farmacéutica
para la sintesis de bisfosfonatos. Por ejemplo, Kieczykowsky y colaboradores,
optimizaron la sintesis del acido alendronico evaluando diferentes disolventes,
temperatura y equivalentes de lo reactantes. Al utilizar acido metanosulfonico, acido
4-aminobutanoico, PCls y HsPOs y una temperatura de reacciéon de 65°C durante 12
horas, se pudo obtener el acido bisfosfénico libre (a pH 1.8) o en forma de sal
monosaodica (a pH 4.3), ambos, analiticamente puros como aislados. La reaccion es

extrapolada a una variedad de acidos carboxilicos (Esquema 4).
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0
1) PCl3 (2 equiv) /HzPO3 (0.75 equiv) p-OH
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2) H,0 O bH

Acido 4-aminobutanoico Acido alendronico

Esquema 4. Sintesis del acido alendronico.

Por otra parte, a partir de metilenbisfosfonato de tetraetilo una gran diversidad de
bisfosfonatos pueden ser preparados, por ejemplo, siguiendo la metodologia de
Ramirez-Marroquin y colaboradores, a una solucién de metilenbisfosfonato de
tetraetilo en THF se afiade gota a gota NaHMDS (1.5 equiv.) a -5 °C bajo atmédsfera
de nitrégeno. Posteriormente, una solucidén del haluro de alquilo (2.5 equiv.) es
agregada y se deja reaccionar durante 18 h a 0°C (Esquema 5). Finalmente, la
mezcla de reaccion se concentra y el crudo de reaccion se purifica por CC
obteniendo los correspondientes bisfosfonatos derivados de pirrolidina (n=1) y
piperidina (n=2) con rendimientos de 89 y 82%, respectivamente?>.

@) -

0 \\P/O

Op™pe0 i NaHMDS o
\ P Br a

- ° 9 O\ Q/U\/ THF, -20°C 'n p—O
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Esquema 5. Sintesis de bisfosfonatos derivados de pirrolidina y piperidina.

Tomando en cuenta toda la informacién proporcionada anteriormente, en el
presente proyecto se propone modificar la estructura quimica de los bisfosfonatos
derivados de pirrolidina y piperidina en busca de mejores agentes antiinflamatorios.
Dentro del grupo de trabajo la estrategia descrita en el esquema 5 ya ha sido
estandarizada utilizando metilenbisfosfonato de tetraetilo como reactivo, por tal
motivo se propone extrapolar estas condiciones de reaccion a los nuevos derivados

propuestos.
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2.8. Fosfonatos, bisfosfonatos y sus derivados como
antiinflamatorios.

El motivo estructural que define a los fosfonatos en muchos productos naturales es
el enlace fosforo-carbono. Este enlace los hace estables a enzimas esterasas,
especializadas en romper el enlace P-O en ésteres de fosfato y anhidridos, asi como
al calentamiento en soluciones acidas o alcalinas®®.

Dada su gran capacidad de mimetizar ésteres de fosfato, acidos carboxilicos e
intermediarios tetraédricos formados durante la hidrdlisis de péptidos, los fosfonatos
abarcan un amplio rango de actividades biolégicas como antimicrobianos,
inhibidores enzimaticos, agentes anticancerigenos y principalmente en el
tratamiento de la osteoporosis. Algunos fosfonatos producidos naturalmente como
dehydrophos y argolaphos, tienen actividad herbicida, insecticida, antibacteriana,
antiparasitaria, antiviral y antihipertensiva®, y bisfosfonatos sintéticos como
clodronato, etidronato, pamidronato, entre otros, son farmacos ampliamente
utilizados para el tratamiento de la osteoporosis a través de la inhibicion de la
funcion de los osteoclastos. Los osteoclastos son células que remodelan huesos

ademas de regular el proceso inflamatorio.

HNYNHZ
N
“OH
0L L ov e v [ 8
HN Y NP - HO-Pn N AN AN NH:
o & Mo HO H
\|/ (o)
Dehydrophos Argolaphos
NH,
Cl. ¢ HO HO
Ho. ) ,OH HO,PXP,OH Ho, , X .OH
HO'E E‘OH HO" 8~0H Hoh 5~0H
Clodronato Etidronato Pamidronato

Figura 9. Estructura de algunos fosfonatos y bisfosfonatos con actividad bioldgica.

No obstante, los bisfosfonatos también poseen propiedades antiinflamatorias.
Dentro del grupo de los bisfosfonatos sintéticos, el clodronato (Figura 9) ha sido el

primer farmaco utilizado para el tratamiento de |la osteoporosis. No obstante, se ha
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utilizado para el tratamiento de enfermedades osteoarticulares por su capacidad
antiinflamatoria y analgésica. En estudios clinicos se ha demostrado que el
clodronato a dosis unica de 100 mg cada semana o cada 15 dias via intramuscular
(i.m.) funciona para el tratamiento de osteoporosis, mientras que en el tratamiento
del sindrome de dolor regional complejo tipo 1 (CRPS-I, sindrome clinico de curso
variable y causa desconocida que se caracteriza por dolor, hinchazon y disfuncién
vasomotora de una extremidad), una enfermedad inflamatoria, 300 mg por via i.m.
cada semana son utilizados®’.

Otro farmaco utilizado para el tratamiento de pacientes con CRPS-I agudo es el
neridronato (Figura 9). Cuatro dosis de 100 mg/dia i.v. durante una semana se
asocian con beneficios persistentes y clinicamente relevantes. Estos resultados
proporcionan evidencia concluyente de que el uso de bisfosfonatos, en dosis
adecuadas, es el tratamiento de eleccion para CRPS-I%2.

En el caso de la espondilitis anquilosante (EA), una enfermedad reumatica
inflamatoria y sistémica del esqueleto axial, el pamidronato a dosis de 60 mg cada
mes durante 6 meses, muestra una mejoria clinica y radiolégica en pacientes con
EAS3,

Por tal motivo estos compuestos han ido ganando relevancia en el tratamiento de
enfermedades inflamatorias. A continuacion se describen diversos estudios que
muestran la capacidad antiinflamatoria de nuevos fosfonatos y bisfosfonatos en

fases preclinicas.

2.8.1. Evaluaciones in vitro

El reemplazo bioisostérico implica el intercambio de grupos funcionales de una
molécula con otros grupos funcionales que tienen propiedades bioldgicas similares.
El objetivo es mejorar la potencia y las propiedades farmacologicas®.

En este sentido, Nemeth y colaboradores, disefiaron y sintetizaron inhibidores de
CDKO9 través de un reemplazo bioisostérico del grupo funcional sulfonamida por
fosfonato con el objetivo de crear inhibidores mas potentes y selectivos. CDK9 es
una cinasa que actua en varias citocinas involucradas en la regulacion de la

inflamacion, considerandose entonces un objetivo prometedor para el tratamiento
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de la artritis reumatoide y las enfermedades inflamatorias cronicas como la
esclerosis multiple o la psoriasis. En una serie de mas de 100 compuestos se
encontré un conjunto de fosfonatos (1-5) que presentaron actividad inhibitoria hacia
la enzima CDK9/CycT1, siendo 1, quien presentdé mayor actividad (Figura 10). La
Clso en el orden nanomolar y la selectividad hacia CDK9/CycT1 demuestran la

utilidad del grupo fosfonato en el disefio de nuevos inhibidores de cinasas®®.

I8 X Io%:
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1 2 3
(Cls= 813 nM), (Cls= 870 nM), (Cls= 400 nM),
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(Clso= 333 nM), (Clso=332 nM),
Figura 10. Fosfonatos inhibidores de la enzima CDKO.

En 2005, Al Quntar y colaboradores, observaron que los vinilfosfonatos tienen la
capacidad de inhibir la actividad de MMP-2%¢, Posteriormente, en 2007 continuaron
explorando su actividad como antiinflamatorios, en esta ocasion, evaluando la
capacidad para modular la produccion de intermedios reactivos de oxigeno, oxido
nitrico (NO) y factor de necrosis tumoral (TNF-a) en un modelo de macréfagos
murinos. Dentro de los hallazgos, tres compuestos (6-8) tuvieron la capacidad de
suprimir la generacion de intermedios reactivos de oxigeno, NO y TNF-a (Figura
11). Al comparar los niveles de produccion de EROs, NO y TNF-a de los
tratamientos, el compuesto 8 tuvo una mayor actividad en la supresion de la
expresion de EROS y NO que los compuestos 6 y 7. Caso contrario, 6 y 7 (20 pg/mL

ambos) tuvieron mayor actividad que 8 en la supresion de la expresion TNF-a®”.
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Figura 11. Fosfonatos inhibidores de la produccion de EROs, NO y TNF-a.

Combinando los resultados en la inhibicidon de la produccion de mediadores clave
proinflamatorios como EROs, NO y TNF-qa, junto con su capacidad para inhibir
MMP-2, los aminovinilfosfonatos aqui presentados ofrecen una estrategia
prometedora en el desarrollo de farmacos antiinflamatorios.

Damiche y Chafaa, reportaron la actividad antiinflamatoria de una nueva serie de a-
aminofosfonatos evaluados en un modelo in vitro mediante el uso de la técnica de
inhibicion de la desnaturalizacién de la albumina. Dentro de los resultados
obtenidos, la mayor actividad fue mostrada por el compuesto 9, mientras 10, 11 y
12, son comparables al farmaco de referencia, diclofenaco (Figura 12). Si bien,
estos fueron las moléculas con mayor actividad, no obstante, del conjunto de
moléculas evaluadas la relacion estructura actividad revelé que la presencia de un
anillo aromatico (moléculas 9, 11 y 12, azul), mejora significativamente la eficacia
de los productos sintetizados a diferencia de contener solamente una cadena

alquilica (molécula 10, rojo)*.
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Figura 12. Aminofosfonatos con actividad antiinflamatoria in vitro.

En otro trabajo, Tauro y colaboradores, decidieron usar como molécula prototipo al
tiludronato que es un acido bisfosfonico utilizado en la clinica para el tratamiento de
la enfermedad 6sea de Paget. Realizaron modificaciones en su estructura a través
de un remplazamiento bioisostérico de un atomo de azufre por una amina y la
introduccion de diferentes sustituyentes en el anillo aromatico. Los sustituyentes
fueron seleccionados utilizando parametros lipofilicos (171 de Hansch), electrénicos
(c de Hammett) y estéricos (Es de Taft) hacia la busqueda de mejores inhibidores
de metaloproteinasas de matriz (MMP). Las enzimas seleccionadas para este
trabajo fueron MMP-2, -8, -9 y -14, por sus implicaciones en diferentes
enfermedades como cancer y AR. Dentro del conjunto de compuestos evaluados,
el compuesto 13 tuvo la mayor actividad inhibitoria in vitro hacia las isoformas 6 y 7
(Clso = 2.4 pM y 3.9 uM, respectivamente), mientras que los compuestos 14 y 15
fueron mas potentes contra MMP-2 (Clso = 2.1 pM) y MMP-9 (Clso = 6.0 pM),
respectivamente. Estos compuestos presentan un mejor perfil de inhibicion en
comparacioén con el tiludronato, lo que confirma su capacidad para ser mas efectivos

hacia la inhibicion especifica de MMP®8,
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Figura 13. Bisfosfonatos inhibidores de diferentes MMPs.

Los resultados de este trabajo permiten considerar a estos acidos bisfosfonicos
(Figura 13) como nuevos agentes prometedores para el tratamiento de

enfermedades relacionadas con MMPs como el cancer y la AR.

2.8.2. Evaluaciones in vivo

Abdou y colaboradores, sintetizaron nuevos o-hidroxifosfonatos evaluando su
capacidad antiinflamatoria en el modelo in vivo de edema inducido por carragenina
utilizando ratas Fisher. Los derivados heterociclicos mas potentes a la cuarta hora
del experimento fueron 16 (90.8%) y 17 (88.3%). Ademas, para demostrar la
importancia del grupo fosfonato en la actividad biolégica, se compar6 al
intermediario de reaccién 18 (14.8%) observandose poca actividad antiinflamatoria.
Por tal razén, los a-hidroxifosfonatos sintetizados (Figura 14) tienen un interés

sintético y potencial farmacéutico.
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Figura 14. a-hidroxifosfonatos con actividad antiinflamatoria in vivo.

En otro trabajo, Kamel y colaboradores, utilizaron el disefio asistido por
computadora (PASSonline) para disefar in silico diferentes moléculas con potencial
antitumoral, antiinflamatorio y antiosteoporosis. Posteriormente, fueron sintetizadas

y evaluadas. El ensayo consistié en dos modelos de inflamacién cronica, poliartritis
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inducida por adyuvante de Freund (PIA) y granuloma de hipersensibilidad de tipo

retardado, ambos desarrollados en murinos®®.
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Figura 15. Bisfosfonatos con actividad antiinflamatoria in vivo.

Dentro de los resultados mas sobresalientes, se encontré que las moléculas 19 y
20 (Figura 15) que tienen un grupo tiol libre son los bisfosfonatos (BP) mas potentes
para la inhibicion de la artritis cronica, y su accion probablemente se deba a la
capacidad para unirse a un atomo de metal en el sitio activo de las
metaloproteinasas de matriz (MMP)8°,

Basados en los resultados de prediccién de actividad utilizando el programa PASS
online, Abdou y colaboradores’, determinaron la actividad antiinflamatoria in vivo
de un conjunto de bisfosfonatos o,p—insaturados. La mayoria de los nuevos
compuestos exhibieron considerable actividad antiinflamatoria a dosis de 50 mg/kg
en ratas Wistar, sobresaliendo las moléculas 21 y 22 con actividad comparable al

farmaco de referencia indometacina (Figura 16).
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Figura 16. Bisfosfonatos o,f—-insaturados con actividad antiinflamatoria in vivo.

Contribuyendo a su interesante actividad, un estudio de toxicidad aguda no mostro
letalidad dentro de las primeras 24 horas, lo que resalta el potencial de los

bisfosfonatos.
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Por otro lado, Ramirez-Marroquin y colaboradores*® disefiaron, sintetizaron vy
evaluaron 6 derivados de fosfonatos como nuevos agentes antiinflamatorios. El
disefio se realiz6 utilizando el programa PASSonline. Los resultados mostraron
probabilidad de actividad como agentes antiartriticos >0.9 (en una escala de 0 a 1)

para los compuestos 23-26 (Figura 17)30:34,

23; R = 4-OCHj3 (E), n=1
24 R = 4-OCHj; (2), n=1
25; R = 4-NO, (E), n=1
26; R = 4-NO, (E), n=2
Figura 17. Compuestos disefiados 23-26.

Los vinilfosfonatos 23-26 fueron evaluados en dos modelos de inflamacion aguda:
modelo de carragenina y modelo de TPA (13-acetato12-O-tetradecanoilforbol),
siendo el primero de administracion oral y el segundo de administracion topica.

En el modelo de carragenina, los vinilfosfonatos 23-26 y bisfosfonatos 27-28 se
administraron a una dosis de 50 mg/kg en ratones Balb/C machos. Se utilizé
indometacina como farmaco de referencia. Solo los bisfosfonatos 27-28 mostraron
actividad antiinflamatoria con 7.01 y 22.15% de inhibicion del edema,
respectivamente, comparable con el 21.89% de inhibicion del farmaco de referencia
indometacina. En contraste, los vinilfosfonatos 24, 25 y 26 mostraron efecto

proinflamatorio (Tabla 3).
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Tabla 3. Resultados de la actividad antiinflamatoria de los compuestos 23-28.

Modelos de inflamacién

Compuestos TPA Carragenina
(Porcentaje de inhibicién) (Porcentaje de InthICIOI‘l)
Indometacina 64.89% 21.86%
0 0o o—/
CN “P(o
I N 67.53% 14.35%
—o
0 0 J
o/
Q‘K—{_@ 71.62% -35.78%
24 a
0 O oJ
CN ‘P(o
w O 70.54% -9.78
O,N
0 0o OJ
CN ‘P(o
s OO 72.10% -36.18%
O,N
1\ O/
o <o/
O, 43.48% 7.01%
27 °
n O/
2%
O 55.99% 22.15%

En el modelo de TPA, los vinilfosfonatos 23-26 y bisfosfonatos 27-28 se
administraron a una dosis de 2 mg/oreja. En este ensayo se observd una inhibicién
moderada del edema para los bisfosfonatos 27-28 (43.48-55.59%), pero se logro
una inhibicién significativa para los vinilfosfonatos 23-26 (67.53-72.10%),
comparable o superior a la indometacina (64.89%).

En conclusién, los vinilfosfonatos 23-26 surgieron como potenciales agentes
antiinflamatorios topicos, mientras que los bisfosfonatos 27-28 presentaron

actividad antiinflamatoria por ambas vias, oral y topica.
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Estos resultados nos alentaron para seguir explorando el potencial farmacolégico
de los bisfosfonatos 27-28 como moléculas modelo para la obtencion agentes
antiinflamatorios mas potentes.

El presente trabajo de investigacién fue continuacion de este previo, centrando
nuestra atencién en la modificacién molecular de los bisfosfonatos 27-28 mediante
el reemplazo bioisostérico del grupo funcional amida por un éster, en busca de

potenciar su actividad antiinflamatoria (Figura 18).
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"N P(OEt),

O | 5=P(OEt), :

Fraccion bioactiva fija

Reemplazo
bioisostérico

27-28
27; pirrolidina
28; piperidina

Figura 18. Modificacién molecular de los bisfosfonatos 27-28 abordada en este proyecto de tesis.
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3. JUSTIFICACION

El tratamiento de la inflamacién cuando se asocia a enfermedades crénicas puede
ser prolongado y los farmacos empleados generan diversos efectos adversos como
la inmunosupresion o dafo hepatico. En la busqueda continua de mejores agentes
antiinflamatorios, un estudio previo demostr6 que los bisfosfonatos 27 y 28
presentan actividad antiinflamatoria via topica y oral. Por ello, en este trabajo se
propuso obtener compuestos antiinflamatorios mas potentes y seguros a partir de

las modificaciones estructurales de los bisfosfonatos 27 y 28.
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4. HIPOTESIS

1. Los nuevos bisfosfonatos 41-42 y 44-45 seran inhibidores de inflamacion en los

modelos in vivo de carragenina y TPA comparables o mas potentes que el farmaco

de referencia (indometacina) y que los compuestos de partida 27 y 28.

2. Los bisfosfonatos 41-42 y 44-45 no presentaran letalidad a dosis de 50 y 100

mg/kg en un modelo murino de ratones Balb/C.
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5. OBJETIVO GENERAL

Sintetizar y evaluar la actividad antiinflamatoria de los bisfosfonatos 41-42 y 44-45
y determinar la toxicidad aguda de los derivados mas activos en busca de agentes

terapéuticos.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Sintetizar, purificar y caracterizar los bisfosfonatos 41-42 y 44-45.

2. Evaluar la actividad antiinflamatoria in vivo de los compuestos 41-42 y 44-45, en
dos modelos de inflamaciéon aguda en ratones Balb/C: carragenina y TPA.

3. Determinar la toxicidad aguda de los compuestos que muestren mayor actividad

antiinflamatoria.
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7. METODOLOGIA

7.1.Diseio y sintesis de los compuestos objetivo

Con ayuda de herramientas bioinformaticas, se propuso un cribado de diecinueve
moléculas propuestas (34-52), derivadas de la estructura de los bisfosfonatos 27 y
28 del estudio previo®. El objetivo fue seleccionar aquellas que combinaran los
mejores puntajes de actividad antiinflamatoria, comparable y superior a los
compuestos 27 y 28 de partida. Los programas bioinformaticos utilizados fueron de
acceso libre y consisten en la utilizacion de diferentes algoritmos para la predicciéon
de actividades como: actividad antiinflamatoria (PASSonline)”", absorcion (reglas de
Lipinski, Molinspiration)’?, toxicidad (GUSAR online)’®, efectos adversos
(Adverpred)™® 'y posibles biotransformaciones producto del metabolismo
(MetaTox)"® (Figura 19).

Figura 19. Programas bioinformaticos utilizados en este trabajo.

Por otro lado, siguiendo el método de sintesis previamente reportado por Ramirez-
Marroquin y colaboradores*®, los compuestos objetivo 41-42 y 44-45 se propusieron
obtener en dos etapas, primero mediante la esterificacion de bromuro de

bromoacetilo con un alcohol, en presencia de una base, obteniendo los ésteres 55-
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58. Posteriormente, una reaccion de C-alquilacién del metilendifosfonato de
tetraetilo 54 con los haluros de alquilo 55-58, utilizando NaHMDS como base, para

finalmente obtener los bisfosfonatos 41-42 y 44-45 (Esquema 6).
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Esquema 6. Ruta de sintesis propuesta para la obtencion de los productos 41-42 y 44-45.

7.2.Evaluacion de la actividad antiinflamatoria aguda de los
compuestos objetivo.
Esta actividad se realizé en la Unidad de Investigacion Médica en Farmacologia del
Hospital de Especialidades, Centro Médico Nacional Siglo XXI (IMSS-Cd. México).
Se utilizaron ratones machos y hembras de la cepa Balb/C de 25 + 2 g de peso
provenientes del bioterio del CMN siglo XXI, IMSS, los cuales se mantuvieron con
ciclos de luz/oscuridad de 12 h, a una temperatura controlada de 25 £ 2 °C, con un
porcentaje de humedad de 55-80%, con agua y alimento RodentChow ad libitum. El
manejo de los animales de experimentacién se apegd a los estatutos del Comité
Internacional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) y a la
Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 revisada en agosto del 20167°. Cada

compuesto fue administrado por separado a sus dosis correspondientes.

¢ Induccion del proceso inflamatorio agudo con TPA.

En este experimento se indujo el edema auricular con la aplicacion de TPA
siguiendo la metodologia descrita por Pérez-Gonzalez y colaboradores’’; como
control positivo se empled indometacina aplicada por via tépica disuelta en acetona.

Para este ensayo se formaron ocho grupos de 5 ratones machos cada uno. A todos
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los grupos se les administro en la oreja derecha 25 uL de acetona (vehiculo) y en la
oreja izquierda 25 pL de TPA (0. 05 pg/ul) y después de 30 min se le administré los
tratamientos como se describe a continuacion: grupo | (control TPA): aplicando en
la oreja izquierda unicamente el vehiculo (acetona), grupo Il (farmaco de referencia):
se le aplicé indometacina a dosis de 2 mg/oreja disuelto en 50 uL de acetona y los
grupos IlI-VIIl recibieron 50 yL de los compuestos 41-42 y 44-45 en dosis de 2
mg/oreja disuelto en acetona. Seis horas después de la aplicacion del TPA, los
animales fueron sacrificados por dislocacién cervical y posteriormente se obtuvo el
tejido auricular de ambas orejas realizando cortes de 6 mm de diametro. El
porcentaje de inhibicion se calcul6 mediante la diferencia del peso entre ambas
orejas con respecto al grupo control. La inflamacion se comprobé como el
incremento en el peso de la oreja en donde se aplicara el TPA de acuerdo a las
formulas reportadas por Pérez-Gonzalez y colaboradores’’, calculando el

porcentaje de inhibicion de inflamacion con la siguiente férmula:

% de inhibicion = [(Ws-Wo) Control — (W's — Wo) Tratamiento/(Ws-Wo) Control] X
100.

Wo = Peso de la oreja derecha tratada unicamente con el
vehiculo.

W’s = Peso de la oreja izquierda tratada unicamente con TPA
disuelto en el vehiculo (control positivo).

Ws = Peso de la oreja izquierda tratada con TPA vy los
tratamientos disueltos en el vehiculo.

Del compuesto o compuestos que resultaron igual o mas activo que el farmaco de
referencia se procedié a determinar la dosis efectiva media (DEso) empleando 3

dosis (0.5. 1y 2 mg/oreja) en grupos de 5 animales.

¢ Induccion del proceso inflamatorio agudo con Carragenina.

Para este estudio se utilizd la metodologia descrita por Pérez-Gonzalez y
colaboradores’’, para ello se formaron 8 grupos de 5 ratones machos seleccionados
al azar que se administraron de la siguiente forma, Grupo |: carragenina, Grupo Il:

indometacina (20 mg/kg) via oral (v.0) solubilizado en SSI, Grupos IlI-VIII:
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compuestos 41-42 y 44-45 a dosis de 50 mg/kg por v.o. Todos los tratamientos se
administraron una hora antes de la carragenina (agente flogistico, 2%, disuelta en
SSI). El vehiculo elegido para solubilizar las muestras problema fue un sistema
compuesto por Tween 80:Agua (1:9) y se administré en un volumen no mayor a 10
mL/kg de peso por v.o. A cada grupo se le administréo 20 uL de carragenina al 2%
disuelta en SSI via subcutanea (s.c.) en el cojinete plantar.

El desarrollo del edema se registr6 midiendo el diametro del mismo con un
micrometro digital cada hora. El tiempo cero se consideré como la medicion del
cojinete antes de la aplicacion de la carragenina y los tiempos posteriores
correspondieron alas 1, 3, 5y 7 h después de la administracién del agente flogistico.
El porcentaje de inhibicion del edema se calculé para cada grupo comparandolo
contra el control de carragenina sin tratamiento, para esto se siguieron las formulas
descritas por Pérez-Gonzéalez y colaboradores’’, calculando el porcentaje de
inhibicion de inflamacién con la siguiente férmula:

% de inhibicion = [(Et-Eo) Carragenina - (Et-Eo) Tratamientos/ (Et-Eo)
Carragenina] x 100
Et = Formacion del edema a diferentes tiempos (1, 3, 5y 7 h).

Eo = Formacion del edema al tiempo basal.

Del compuesto o compuestos que resultaron igual o mas activo que el farmaco de
referencia se procedi6 a determinar la DEso empleando 3 dosis (12.5, 25 y 50 mg/kg)

en grupos de 5 animales.

7.3.Determinacion de la toxicidad aguda de los compuestos objetivo.

Esta prueba se realizé para los compuestos que resultaron mas activos en el modelo
de carragenina y TPA. Se siguid el procedimiento TG 423 descrito por la
Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econdémico y la Guia de Pruebas
(OCDE TG 423)"8. Se emplearon grupos de 5 animales por sexo y los tratamientos
se administraron por via intragastrica (i.g.) después de un periodo de ayuno de 12

h. El control recibié solo el vehiculo (Tween 80-Hz20, 1:9) y los grupos tratados
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recibieron una administracion unica de los compuestos 41-42 y 44-45 a dosis de 50
y 100 mg/kg de peso corporal (PC) disueltos en el vehiculo (Tween 80-H20, 1:9),
en un volumen no superior a 10 mL/kg PC. Los animales se mantuvieron bajo
observacion durante 14 dias y se registro la ganancia de peso corporal en los dias
3, 7, 9 y 14. Posteriormente los animales se sometieron a eutanasia y se le extrajo
el higado, el bazo y ambos rifiones y se realizé una observacién macroscoépica para

encontrar lesiones patoldgicas macroscépicas y cambios relativos de peso.

7.4. Analisis estadistico

Se utilizo el software estadistico Sigma Plot ver 12.0. (2011-2012) para el analisis
de los resultados y la elaboracion grafica. Los datos se presentaron como error
estandar de la media (SEM, por sus siglas en inglés). Los valores de peso corporal
(BW) en las pruebas de toxicidad aguda y el desarrollo de edema de la pata en el
modelo de carragenina se analizaron con un analisis de varianza (ANOVA) y con
una prueba post hoc Student Newman Keuls (SNK). Resultados de p<0.05 se

consideraron estadisticamente significativos.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1.1. Prediccion de la actividad antiinflamatoria de los compuestos
34-52.

Inicialmente se propusieron un conjunto de diecinueve moléculas 34-52 (Figura 20)
estructuralmente relacionadas a los compuestos 27 y 28, de las cuales se considero
a aquellas que tuvieran una probabilidad de actividad como antiinflamatorio mayor
que 0.52 (superior que los compuestos 27 y 28, 0.505 y 0.514 respectivamente). La
prediccion se obtuvo utilizando el programa PASSonline.

reemplazo bioisostérico

27-28
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28; piperidina, Pa = 0.51
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Figura 20. Moléculas 34-52 propuestas para este trabajo.
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Una representacién grafica de los resultados obtenidos se presenta en la Figura 21.

Es importante resaltar que la mayoria tiene prediccion de actividad antiinflamatoria

superior al 0.5 y solo cuatro se predijeron con baja probabilidad de generar edema

como efecto adverso.

1.0
H Anti-inflamatorio

B Edema

0.8 -

0.6

0.4

Probabilidad de actividad

0.2

0.0 -
34 35 36 37 38 39 40 41 42 43 44 45 46 47 48 49 50 51 52

Compuesto

Figura 21. Resultados de la prediccion de la actividad antiinflamatoria de los compuestos 34-52.

Del cribado se seleccionaron doce compuestos que cumplieron con el criterio

propuesto (probabilidad de actividad como antiinflamatorio superior a 0.52) y se

presentan a continuacion (compuestos 34-52, Figura 22):
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Figura 22. Moléculas seleccionadas en el primer cribado.

8.1.2. Prediccion de biodisponibilidad oral de los compuestos 34-45.

El segundo cribado consistié en determinar la probabilidad de absorcién pasiva por
la via oral. Esto se realiz6 a través de las reglas de Lipinski utilizando el programa

Molinspiration. Los datos obtenidos se muestran a continuacion:
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Tabla 4. Resultados del analisis de prediccion de absorcion pasiva de los compuestos 34-45
utilizando el programa Molinspiration.

Peso Log P Donar Aceptar
COMPUESTO molecular (<95) hidrégenos hidrogenos TPSA  Violaciones
(<500 Da) (<5) (<10)
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Todos los compuestos analizados cumplieron con los criterios propuestos por

Lipinski y se espero que tuvieran buena absorcion. Por lo anterior, este analisis no

fue criterio de seleccion.

8.1.3. Prediccion de toxicidad de los compuestos 34-45.

Es importante mencionar las categorias de toxicidad oral aguda, porque es uno de

las desventajas de los farmacos actuales y ademas fue criterio de seleccién para

este trabajo.

A continuacion, se presenta la clasificacidn de toxicidad oral aguda de las sustancias

segun la Norma Oficial Mexicana NOM-232-SSA1-200976 y la Organizacion para la
Cooperacion y el Desarrollo Econémico, OECD Test Guideline 423 (OECD TG

423)8,
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Tabla 5. Clasificacion de toxicidad oral aguda de las sustancias OECD TG-423.

Toxicidad Oral Aguda

Categoria 1 Categoria 2 Categoria 3 Categoria 4 Categoria 5 No
(mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) (mg/kg) clasificado
>0-5 > 5-50 > 50-300 > 300-2000 >2000-5000 > 5000
(Mortal) (Mortal) (Téxico) (Nocivo) (Podria ser (Podria ser
nocivo) nocivo)

En busca de predecir toxicidad, el tercer cribado de seleccién fue comparar la
prediccion de actividad antiinflamatoria, DLso y toxicidad en higado, bazo o rifidn,
organos que participan en el metabolismo de farmacos (higado y rifion) y la
produccion de células del sistema inmune (bazo). Para ello se utilizaron los

programas PASSonline, Acutox y Adverpred, respectivamente.

Los criterios en esta etapa se basaron en la comparacion de los puntajes obtenidos
de cada molécula, esperando una combinacién de alta probabilidad de actividad
antinflamatoria, un valor de DLso >300 mg/kg y por ultimo, baja probabilidad de
afectar rindn, higado y/o bazo.

Los resultados sobre la toxicidad en 6rganos unicamente predijeron dafio a rifion,
por lo que solo se comparé actividad antiinflamatoria, DLso y toxicidad en rifidn. Los

datos son presentados a continuacion en la Figura 23 y Tabla 6.
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Figura 23. Actividad antiinflamatoria, DLso y toxicidad de los compuestos 34-45.

Tabla 6. Resultados de la actividad antiinflamatoria, DLso y toxicidad de los compuestos 34-45.

Compuesto DL50 (mg/kg) Antiinflamatorio (%) Toxicidad en Rifién (%)
34 499.9 53.0 80.6
35 612.7 51.5 75.9
36 385.1 5.99 76.3
37 766 49.8 73.6
38 118.1 54.1 73.6
39 263.8 51.6 59.2
40 704.1 65.7 55.8
41 1019 77.0 52.8
42 1154 70.9 49.4
43 1096 71.7 70.7
44 855.6 66.4 49.4
45 479.3 62.5 46.1
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Como se muestra en la tabla anterior, los compuestos que combinaron los mejores

valores fueron los compuestos 41-42 y 44-45 (Figura 24).
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/\OMP\//O o 0
/ /

00 00

- 4K = 2N

Sanr SN sas
\ fofe)
~o

DAY U

Figura 24. Moléculas seleccionadas en tres etapas (actividad antiinflamatoria, DLso y toxicidad en
rifon).

8.2.Sintesis de los compuestos objetivo 41-42 y 44-45.

Para la obtencion de los compuestos objetivo se propuso una ruta de sintesis de
dos etapas, primero una esterificaciéon entre un alcohol y bromuro de bromoacetilo
para formar el correspondiente éster. Posteriormente mediante una C-alquilacion se
hizo reaccionar el bisfosfonato 54 con los ésteres 55-58 para asi obtener los

bisfosfonatos 41-42 y 44-45 como se muestra en el Esquema 7.

(0]
(0] (0] 0\|!>
Pl P fo)
(o) (0] o_1ll 1n_o
+ ~ - Base R ,O
R-OH + Br > R )l\/Br N /P\/P\o/\ > \O/u\/‘\,P{
Br Disolvente o o Disolvente

(o]
53 55-58 54 41-42, 44-45 ) )
R= N
Yooy
a1 a2 a4 45

Esquema 7. Ruta de sintesis propuesta para la obtencion de los compuestos 41-42 y 44-45.
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Sintesis de los ésteres 55-58.

Para la sintesis del bromoacetato de etilo 55, en un primer ensayo se utilizd un
exceso de etanol disuelto en CH2Cl2 y posteriormente se adicioné a goteo lento
bromuro de bromoacetilo 40. La temperatura de adicion fue 0°C y se dejo reaccionar
hasta alcanzar la temperatura ambiente (Esquema 8). Se observd una mezcla de
tonalidad amarilla, baja formacién del producto y bromuro de hidrégeno disuelto en
el disolvente, causando dificultad para manipular la reaccion, por lo tanto, se

buscaron otras condiciones de reaccion.

o
o)
~on o+ g A e S NN
Br 0 o
a25°C o
30 equiv 0.5%
53 55
12 hrs

Esquema 8. Ensayo 1. Sintesis del bromoacetato de etilo 55

Con la siguiente reaccion se buscd neutralizar el bromuro de hidrogeno formado,
para ello se utilizé 1.2 equivalentes de trietilamina, etanol en exceso y bromuro de
bromoacetilo 53 como reactivo limitante. El disolvente utilizado fue diclorometano,

0°C hasta alcanzar temperatura ambiente (Esquema 9).

0 )
TEA/CH,CI N
ZOoH  + B )l\/Br e \n/\Br
r o (o)
0a25°C
30 equiv 53 42% 55
12 hrs

Esquema 9. Ensayo 2. Sintesis del bromoacetato de etilo 55

El seguimiento de la reaccion se realizé por TLC comparando el desplazamiento de
la trietilamina, bromuro de bromoacetilo y el crudo de reaccién. En la Figura 25 se
muestra la placa de TLC, en la cual se utilizé como fase mdévil un sistema
AcOEt:MeOH (90:10) y como revelador radiacién UV a 254 nm, yodo y vainillina,
respectivamente. Se pudo observar una mancha con un Rf=0.4 que se asocia al

compuesto 55.
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Figura 25. TLC del crudo de reaccion.

Mediante espectroscopia IR fue posible confirmar la formacién del compuesto 55
con un rendimiento del 42%. Este compuesto previamente ha sido sintetizado y su
espectro de IR fue comparado con el derivado obtenido y se muestra en la Figura
26. Se resalta la sefial en 1733 cm-' correspondiente a la tension del grupo
carbonilo, ademas de las sefales en 1273 y 1024 cm-' que corresponden a la

tension del enlace C-O.

Figura 26. Espectro de IR del bromoacetato de etilo 55.

Las condiciones del ensayo anterior fueron extrapoladas a la sintesis del
bromoacetato de terbutilo y de bencilo (56 y 57, respectivamente). Como se puede
observar en la Tabla 7, se obtuvo un rendimiento del 71% para 56, mientras que un

seguimiento de la reaccion mediante TLC revel6 una baja formacion del compuesto
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57. Ademas, como parte del proceso de separacion del producto 57 de la mezcla
de reaccion, es necesario realizar extracciones liquido-liquido y posteriormente
eliminar el alcohol remanente a presion reducida. Sin embargo, el alcohol bencilico
tiene un alto punto de ebullicion (205 °C) dificultando el procesamiento de la

muestra, por lo cual, se decidioé optar por otras condiciones de reaccion.

Tabla 7. Condiciones de reaccion para la obtencion de los compuestos 55-58.

(0] .
)j\/ Br Base/disolvente R'O\n/\ Br
R-0OH + >
Br 0a25°C o]
53 12 hrs 55-58
Equiv. Equiv.
R Disolvente Base Rendimiento
de alcohol de 4
/—i Exceso 1 CHxCl> TEA 42%
%—‘ Exceso 1 CHaCl TEA 71%
d—l 1 1.4 MeCN NaHCOs3 71%
C§_' 1 1.4 MeCN NaHCOs3 91%
(o)
\

Una revision bibliografica permitio identificar nuevas condiciones de reaccion que
favorecieron la formacion de 57. Siguiendo el método descrito por ldeue y
colaboradores, se utilizé alcohol bencilico como reactivo limitante, 1.4 equivalentes
de bromuro de bromoacetilo y bicarbonato de sodio como base (Tabla 7). El
disolvente empleado fue acetonitrilo y temperatura de adicion de 0°C hasta alcanzar
la temperatura ambiente.

Después de 12 horas de reaccion, mediante TLC se observé una reaccion bastante

selectiva y posteriormente el producto fue identificado por IR al contrastarlo con el
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espectro ya reportado (Tabla 7, Figura 27)’°, nuevamente, se observo la sefal en
1700 cm' correspondiente a la tensidn del grupo carbonilo, ademas de las sefales
en 1273 y 1000 cm™! que corresponden a la tension del enlace C-O. La técnica
utilizada fue FTIR-ATR (Attenuated total reflection, por sus siglas en inglés),

mientras que los espectros reportados corresponden a la técnica liquid film.

Figura 27. Espectro de IR del bromoacetato de etilo 57.

Para la formacion del derivado del 4-metoxibencilo 58, se siguid la misma
metodologia utilizada en la sintesis del derivado de bencilo 57, obteniéndose un
rendimiento del 91% (Tabla 7). Es importante mencionar que el alcohol 4-
metoxibencilico se preparé6 mediante la reduccion de 4-metoxibenzaldehido con
borohidruro de sodio (NaBH4), metanol como disolvente y temperatura de reaccion

de 0°C hasta alcanzar la temperatura ambiente (Esquema 10).

o
NaBH,MeOH - O/\OH
0a25°C
o] 3 hrs. o
I 1 equiv. 98% |

Esquema 10. Sintesis del alcohol 4-metoxibencilico.
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Sintesis de los bisfosfonatos 41-42 y 44-45.

Continuando con la ultima etapa de sintesis, se tom6é como base la metodologia
descrita por Ramirez-Marroquin y colaboradores®. Para la sintesis de 41 se hizo
reaccionar 2.5 equivalentes del bromoacetato de etilo 55 y un equivalente del
bisfosfonato 54 utilizando como base 1.5 equivalentes de hexametildisilazuro de
sodio (NaHMDS) en THF anhidro, en atmdsfera de nitrogeno durante 12 horas
observandose la formacion de un soélido blanco (NaBr) y una tonalidad amarilla en

la mezcla de reaccion (Esquema 11).

O o o /
1 1 1
lo) N P P N\ 15 iv.NaHMDS 7 P/O/
PN .5 equiv.Na ~
~~ \I(\BI' + o 6 6 o > /\OJK/( o
o I/ \l THF p-0
0°C & o
2.5 equiv. 1 equiv. 3% ]
55 54 12 hrs 4

Esquema 11. Sintesis del bisfosfonato 41.

El resultado observado en TLC revelada con p-anisaldehido fue la formacién de un

compuesto mayoritario (Figura 28).

Figura 28. TLC del crudo de reaccion.

Mediante la purificacién por CC se logré la separacién del compuesto 41 con un
rendimiento del 73% y su caracterizacion se realizé mediante un analisis por
Espectrometria de Masas de Alta Resolucion (HRMS, por sus siglas en inglés) y
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H, 3C y 3'P. La masa calculada [M+H]*

fue de 375.1340 Da y la masa obtenida fue de 375.1259 Da; ademas, se observaron
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aductos con sodio ([M+Na]*=397.1156 Da) y dimero con aducto con sodio

([2M+Na]* =771.2415 Da) (Figura 29).

Figura 29. Espectro HRMS TOF MS ES* del bisfosfonato 41.

Por su parte, en el analisis por espectrometria de RMN de 'H se observé una sefial
triple de triples en 3.11 ppm, que se asigno al hidrégeno del carbono 3 al carbonilo,
dado el acoplamiento que tiene con los dos atomos de fosforo geminales (°Jn-p=23.8
Hz) y con los dos hidrégenos vecinales (3Jnp=6.2 Hz). La sefial triple de dobles en
2.80 ppm corresponde a los protones del carbono a, teniendo acoplamiento con dos
fosforos (3Jn-p=15.9 Hz) y un hidrégeno del carbono B (3Jn-+=6.3 Hz) (Figura 30).
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Figura 30. Espectro RMN de 'H del compuesto 41.

El resultado favorable, dio la pauta para utilizar las mismas condiciones de reaccién
en la formacién de los compuestos 42, 44 y 45 derivados de alcohol etilico, bencilico
y 4-metoxibencilico, respectivamente. Como se puede apreciar en el siguiente
esquema, los rendimientos para los bisfosfonatos 42, 44 y 45 fueron de 44, 65 y
41%, respectivamente. Todos los compuestos fueron caracterizados por HRMS y
RMN de 'H, 3C y 3'P.

@)

[l
1.NaHMDS/THF, N, 0°C _ g~° P(OEt)

2. 55-58

[l [l
(EtO)P<__P(OEt)
O o=P(OE,

41; R=Et, 73%

42; R=t-Bu, 44%

44; R =Bn, 65%

45; R=4-OCH3Bn, 41%

Esquema 12. Sintesis de los bisfosfonato 41-42 y 44-45.
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8.3.Resultados de la actividad antiinflamatoria aguda de los
bisfosfonatos 41-42 y 44-45.

Como parte del objetivo especifico numero 2, se procedié a evaluar los
bisfosfonatos sintetizados 41-42 y 44-45 mediante dos modelos in vivo de
inflamacion aguda en ratones Balb/C: carragenina y TPA.

Se ha demostrado que la respuesta inmune en ratones difiere por variables como
edad, sexo y peso®-82; por lo cual, el modelo de carragenina y TPA fue en principio
evaluado en ambos sexos, posteriormente el calculo de la DEso y estudios de
toxicidad se realizaron utilizando ratones hembra. Los resultados son presentados

a continuacion.

8.3.1.1. Modelo de carragenina.
Los bisfosfonatos 41-42 y 44-45 (Figura 31) fueron completamente solubilizados en
Tween 80:agua en una proporcion 1:9 y evaluados a 25 mg/kg como dosis
exploratoria, utilizando indometacina como control positivo (20 mg/kg, Sigma-
Aldrich).

LY /, K 42 ) K

. J L o

Figura 31. Moléculas seleccionadas para la evaluacién bioldgica.

Ademas, buscando una comparacion mas exacta con las amidas de partida 27 y 28

reportadas por Ramirez-Marroquin y colaboradores*®, los compuestos 27 y 28
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fueron evaluadas nuevamente a dosis de 25 mg/kg obteniéndose un porcentaje de

inhibicion de 20.9 y 18.5 %, respectivamente (Tabla 8).

Tabla 8. Resultados de la actividad antiinflamatoria de los compuestos de partida 27 y 28 en el
modelo de carragenina en ratones hembra Balb/C a la quinta hora del tratamiento.

1A o - - e
Tratamiento Dosis (mg/kg) Fosanba;;:II::t:f(;dn(:')“a % de Inhibicién
Control - 0.722+0.03 -
i 39.2525
Indometacina 20 0.438+0.032
27 20.9352
25 0.8860+0.022a.b
28 18.5972
25 0.9122+0.032.b

Cada grupo representa la media + error estandar de la media (ESM). Andlisis de varianza (ANOVA) de una via, post-hoc
Student Newman Keuls (p < 0.05); n=5 para cada grupo. vs. Control carragenina; °vs. Indometacina (Sigma-Aldrich).

Por otro lado, el experimento donde se evaluaron los bisfosfonatos 41-42 y 44-45,
se observo la formacién del edema subplantar del ratén durante un periodo de 24
horas (Figura 32). Dentro de este lapso se realizaron mediciones a la hora 1, 3, 5,
7 y 24. Las siguientes graficas muestran el comportamiento de los diferentes
tratamientos, resaltando la hora 5 en donde se puede observar el mayor efecto
inflamatorio de la carragenina y el efecto antiinflamatorio maximo de la indometacina
generado a partir de la inhibiciéon de la enzima COX-2. Este efecto ya ha sido
estudiado y se conoce que la sobreexpresion de COX-2 se lleva a cabo dentro de

la hora 4 y 5 donde de manera general, los AINEs ejercen su mayor efecto*®77:83,
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Figura 32. Actividad antiinflamatoria de los compuestos 41-42 y 44-45 en el modelo de carragenina
en ratones hembra Balb/C durante las 24 horas.
Respecto al efecto observado en los ratones hembra, el analisis indica que en la
primera hora no hubo diferencias significativas entre los tratamientos. El efecto
antiinflamatorio de la indometacina se observd a partir de la hora 3 y muestra
diferencia significativa con el grupo control y los tratamientos 42, 44 y 45 (Anexos,
Tabla 14). A la hora 5 se tiene el mayor efecto antiinflamatorio de la indometacina
(39%) asi como de los compuestos 41 (28%) y 42 (27%) y a pesar de que presentan
medias distantes, no son diferentes estadisticamente (Tabla 9). Respecto a la hora
7'y 24, no existieron diferencias significativas entre los tratamientos. Unicamente el

compuesto 41 mostro actividad antiinflamatoria (24%) hasta las 24 hrs (Figura 32).
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Tabla 9. Resultados de la actividad antiinflamatoria de los compuestos 41-42 y 44-45 en el modelo
de carragenina en ratones Balb/C a la quinta hora del tratamiento.

Formacién de
Sexo del . . edema L
i Tratamiento Dosis (mg/kg) % de Inhibicién
ratéon subplantar
(mm)
Control -- 0.722+0.03¢ --
Indometacina
20 0.438+0.032° 39.2525
(Sigma-Aldrich)
b
I 25 0.517+0.032¢ 28.3765
41 JU
Hembras e
S A e 25 0.523+0.03a¢ 27.5262
42 PAS
S
M 25 0.661+0.06b° 8.4042
a7
oS
S 25 0.624+0.04bc 13.5654
a5
Control -- 0.830+0.0172 --
Indometacina
20 0.530+0.042.c 36.1272
(Sta. Cruz Bio.)
o 0\‘5"%:(
oA 25 0.626+0.03ab.cd 24.5665
41 JU
Machos o f
AL 25 0.657+0.02°¢4 20.8574
42 K
,‘ﬁ/
R e 25 0.716+0.03b. 13.8006
4 -
oS
S 25 0.755+0.06b4 9.0559
a5
Cada grupo representa la media + error estandar de la media (ESM). Andlisis de varianza (ANOVA) de una via, post-hoc
Student Newman Keuls (p < 0.05); n=5 para cada grupo.
ays.  Control

carragenina_hembras;

Vs.
Indometacina_machos;

Indometacina_hembras;

¢vs.  Control

carragenina_machos; ¢

VS.
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Para el caso de los ratones macho, los resultados mostraron una tendencia similar

a la observada en el experimento realizado en las hembras, la diferencia mas

notable consistidé en una disminucion general del efecto antiinflamatorio que oscila

alrededor del 4% del porcentaje en cada uno de los tratamientos. Un ejemplo de

ello es la disminucion en el efecto antiinflamatorio de indometacina de 39 a 36%.

Otro efecto observable fue el efecto proinflamatorio del compuesto 45 durante toda

la cinética realizada a excepcion de la hora 5 donde tuvo un porcentaje de inhibicion

de la inflamacion del 9% (Figura 33 y Anexos Tabla 15). De igual manera los

compuestos mas activos fueron 41 y 42.

Edema (mm)

0.9

0.8 1

0.7 1

—O— Control

—W— 41 (25mg/kg)
—A— 42 (25 mg/kg)
—— 44 (25 mg/kg)
—O— 45 (25 mglkg)

—@— Indometacina (20 mg/kg)

0.2

5 10 15 20
Tiempo (hrs)

o °°P£/ o °°P8:/ S ,A/K Oy, PKK

e P @ﬂoj\j\:° @ﬂoii;

a J U 2 J N w“ )0 Ok o 4 )o OK

25

Figura 33. Actividad antiinflamatoria de los compuestos 41-42 y 44-45 en el modelo de carragenina

determinado en ratones macho Balb/C durante las 24 horas.

Finalmente, el analisis estadistico de ANOVA de una via, se encontré que a la quinta

hora del experimento, no hay diferencias significativas entre el efecto de los
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tratamientos y el sexo del raton cuando se analizaron animales de un peso
semejante (Ver Tabla 9).

Cabe hacer mencion que la solubilidad fue completa y homogénea para todos los
compuestos al utilizar como vehiculo Tween 80:agua en una proporcién 1:9, por lo
que el efecto es directamente asociado a la estructura de los compuestos
evaluados.

Este efecto concuerda parcialmente con las predicciones obtenidas mediante el
programa PASS, donde el compuesto que se predice con mayor actividad
antiinflamatoria es el compuesto 41 seguido del compuesto 42. Lo anterior se puede
apreciar en la Tabla 10.

Tabla 10. Comparacién de la actividad antiinflamatoria obtenida in silico (programa PASSonline) y
la experimental en el modelo de carragenina a la quinta hora del tratamiento.

Prediccion de actividad
Compuesto antinflamatoria % de Inhibicion
(PASSonline)

oo\‘p{)/
TR 0.770 28
s
LA
42 JU 0.709 27
o
44 o JU 0.664 8
s
0)0::1/:,,0
a5 75 0.625 13

Con esto se demuestra una relacion directa entre los resultados de prediccion vy el
ensayo por el método carragenina, que al modificar el grupo funcional amida por un
éster de cadena corta se favorece el efecto antiinflamatorio.

Finalmente, la determinacion de la DEso fue realizado para los compuestos mas
activos (41 y 42). Tres dosis fueron empleadas, 12.5, 25 y 50 mg/kg de peso del
raton. EI compuesto derivado de ter-butilo 42 presenté un comportamiento dosis-
dependiente (Figura 34) alcanzando su mayor efecto (37 % de inhibicion) a los 50

mg/kg. El analisis de regresion lineal dio como resultado la siguiente ecuacion:
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Y=0.7034x+3.7931, R? = 0.8608; y por extrapolacion se determind que la DEso =
65.7 mg/kg.

Para el compuesto derivado de etilo 41 también se observd una relacion dosis-
dependiente (Figura 34) con su mayor efecto de inhibicion del 34% a dosis de 50
mg/kg y una tendencia que se ajusta a la siguiente ecuacion: Y=0.3213x+18.208,

R? = 0.9864. Mediante una extrapolacion se determin6 que la DEso = 98.95 mg/kg.

60
Il ndometacina
41 (12.5 mg/kg)
E—1 41 (25 mg/kg)
50 EXX 41 (50 mg/kg)
Y 42 (12.5 mglkg)
42 (25 mg/kg) b
[ 42 (50 mglkg)
c 40 n b
.0 T
©
e
L - b
= 30 X
O
u T
X 20
10
0
Tratamientos
o °°F’A:/ o °°F£ Oy, PK LS C"/K
o J\/k/P\”o >Lo )J\/k/P\,,o ©/\°U ://0 /@/\o j\/’: p°
a J U 2 N w“ )Ook o 5 )ooK

Figura 34. Porcentaje de inhibicion de la actividad antiinflamatoria aguda oral de los compuestos 41
y 42 a diferentes concentraciones en el modelo de carragenina en ratones hembra Balb/C. Analisis
de varianza (ANOVA) de una via, post-hoc Student Newman Keuls (p < 0.05); n=5 para cada grupo.
ays. Indometacina. bvs. 42 (12.5 mg/kg).

Con los resultados de DEso obtenidos, podemos observar que el farmaco mas
potente es el derivado de fer-butilo 42, para el cual se calculé que el porcentaje de

inhibicién del 50% de la inflamacién se logra a dosis de 65.7 mg/kg. Por el contrario,
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el compuesto derivado de etilo 41 necesita una dosis de 98.95 mg/kg para que se
logre este mismo porcentaje de inhibicion (50%).

8.3.1.2. Modelo de TPA.
Los resultados de este experimento se describen a continuacion en la Tabla 11 y

corresponden a los datos obtenidos a la sexta hora después de la aplicacion de TPA
para ambos sexos.

Tabla 11. Actividad antiinflamatoria de los compuestos 41-42 y 44-45 en el modelo de TPA en
ratones Balb/C a la quinta hora del tratamiento.

rs:t)é?‘ del Tratamiento Dosis Edema auricular % inhibicion
Control 6.63 mg + 0.14¢ --
Indometacina . p
(Sigma-Aldrich) 2 mg/oreja 5.20 mg + 0.382% 21.55
ST 2mgloreja  4.84 mg + 0.474¢ 26.94
@ U
-
Hembras ootd
%JK*K 2 mg/oreja 5.24 mg + 0.332.¢d 20.90
42 RN
N
AL 2 mgloreja 4.22 mg + 0.32a¢ 36.20
O A g/orej g
44 PEN
bl
o e 2 mgloreja 3.86 mg + 0.382bc 41.81
45 ™~ I
Control 0.05 pg/ul 8.80 mg + 0.462 --
Indometacina
(Sta. Cruz 2 mg/oreja 3.92 mg + 0.372bc 55.45
Biotechnology)
p
AT 2mgloreja 6.56 mg + 0.19b.cd 25.45
41 JU
Machos b7
At 2 mgloreja 6.70 mg + 0.39b.cd 23.86
42 RN
N
AL 2 mgloreja 5.22 mg + 0.37¢d 40.68
O A
44 PEN
by
AL 2mgloreja  3.88 mg * 0.21abe 55.90
a5 7 orel ?

Cada grupo representa la media + error estandar de la media (ESM). Analisis de varianza (ANOVA) de una via, post-hoc
Student Newman Keuls (p < 0.05); n=5 para cada grupo.

ays. Control TPA_hembras; vs. Indometacina_hembras; vs. Control TPA_machos; vs. Indometacina_machos;
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El vehiculo utilizado fue acetona, para el cual los compuestos 41-42 y 44-45 se
solubilizaron completamente y por tal motivo no fue una variable a considerar como
responsable del efecto.

Dentro del conjunto de compuestos evaluados en ratones hembra, los derivados de
bencilo y 4-metoxibencilo 44 y 45, respectivamente, tuvieron el mejor efecto
antiinflamatorio topico con un porcentaje de inhibicibn de 36 y 41%,
respectivamente, en comparacion con el grupo control (Tabla 11). Cabe hacer
mencion que en el experimento de carragenina, por administracion intragastrica, los
compuestos antes mencionados presentaron baja actividad antiinflamatoria.

En los ratones machos, los compuestos 44 y 45 también tuvieron el mayor efecto
antiinflamatorio con un porcentaje de inhibicion de 40.68 y 55.90%,
respectivamente, en comparacion con el grupo control. EI comportamiento de los
tratamientos concuerda con la tendencia observada en el experimento en ratones
hembra, con la diferencia de que los compuestos aumentaron su efecto (Tabla 11).
El compuesto derivado de 4-metoxibencilo 45 mostro efecto comparable a
indometacina.

También, se realizd el analisis estadistico para ver las diferencias de los
tratamientos por efecto del sexo del animal. Como se observa, los dos efectos
notables son la variacion en el porcentaje de inhibicién de la indometacina y que el
compuesto 45 también tuvo mayor potencia en machos que en hembras, no
obstante, la tendencia general en el comportamiento no cambié (Tabla 11).

En el caso de la indometacina, este efecto es asociado a la diferencia de la
procedencia del farmaco. Para el experimento en ratones hembra se utilizd
indometacina de Sigma-Aldrich, mientras que para el caso de los machos se empled
indometacina de Santa Cruz-Biotechnology de reciente adquisicion.

En conclusién, los compuestos derivado de etilo y ter-butilo 41 y 42 tienen mayor
potencia en el modelo de carragenina administrados por via oral, mientras que los
compuestos derivados de bencilo y 4-metoxibencilo 44 y 45, respectivamente,
fueron mas activos en el modelo de TPA administrados por via topica.

Este comportamiento contrario al experimento de carragenina se puede explicar por

el efecto de la via de administracion y la liposolubidad de los compuestos evaluados.
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Los compuestos bencilo y 4-metoxibencilo 44 y 45, respectivamente, presentan
mayor liposolubilidad conferida por el anillo aromatico en su estructura (Figura 35)
y por ende, tienen mayor capacidad de permear las membranas lipidicas de las
células epiteliales de la oreja del raton. Lo anterior se puede explicar por el
coeficiente de reparto calculado para los compuestos evaluados (Ver Tabla 9)
donde el LogP para los bisfosfonatos 41 y 42 fue 0.58 y 1.39, mientras que para 44
y 45 fue de 1.80 y 1.85, respectivamente.

Al absorberse con mayor facilidad, se genera una mayor concentracion del
compuesto en el sitio de dafno, ademas, a diferencia del modelo de carragenina, se
evita el metabolismo de primer paso, lo que puede estar generando un mejor efecto
antiinflamatorio de los bisfosfonatos 44 y 45.

También, se demostrd que ligeros cambios en la estructura de los bisfosfonatos
evaluados pudo potenciar la actividad antiinflamatoria. Tal es el caso de los
derivados de bencilo y 4-metoxibencilo 44 y 45, respectivamente, donde el
sustituyente metoxilo en la posicion para del anillo aromatico (bisfosfonato 45)
aumenta la actividad antiinflamatoria (Figura 35).

Sustituyente en la posicion para

emm

..............

45

Mayor liposolubilidad
Figura 35. Comparacion estructural entre los compuestos 44 y 45 en el modelo de TPA.

Posteriormente, se determiné la DEso. Se utilizaron tres dosis diferentes (0.5, 1y 2
mg/oreja) de los compuestos 44 y 45.

Como se puede observar (Figura 36), el efecto observado fue dosis-dependiente
para ambos compuestos evaluados.

En este nuevo experimento un cambio notorio fue observado. La actividad
antiinflamatoria del compuesto 44 (2 mg/oreja) fue mayor en comparacion con el

experimento anterior, aumentado de 36 a 70%.
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Los resultados variables en este tipo de experimentos se asocian a las distintas

respuestas en el metabolismo y sistema inmune de los animales. Sin embargo, la

tendencia del

compuesto 44

(Y=34.601x+1.7671, R2=99).

% de inhibicion

permitié

identificar una DEso=

1.4 mgl/oreja

80

60 -

-

b,c,d
T b,c,d
T
a,b_,|&d
Tratamientos
H Indo (2 mg/oreja)
44 (0.5 mg/oreja)
XXX 44 (1 mg/oreja)
I 44 (2 mg/oreja)
1 45 (0.5 mg/oreja)
E—11 45 (1 mg/oreja)
[ 45 (2 mg/oreja)
o o\\p/iO/ o o\\pé:/ [N /A/K [N /c"/
4 )OOK 42 )ook w“ )ook o 5 )ook

Figura 36. Porcentaje de inhibicion de la actividad antiinflamatoria aguda tépica de los compuestos
44 y 45 en el modelo de TPA en ratones hembra Balb/C. Analisis de varianza (ANOVA) de una via,
post-hoc Student Newman Keuls (p < 0.05); n=5 para cada grupo. 2vs. Indometacina. vs. 44 (2
mg/oreja). °vs. 45 (1 mg/oreja). dvs. 45 (2 mg/oreja).
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Para el caso del compuesto 45, también hubo un comportamiento dosis-
dependiente, sin embargo, a 2 mg/oreja el porcentaje de inhibicion antiinflamatorio
no vario significativamente (Figura 36). Probablemente a 1 mg/oreja se alcanza el
mayor efecto y para concentraciones mas elevadas los receptores del compuesto
se encuentren saturados y por ende, el efecto se mantiene y ya no aumenta. Por el
comportamiento observado, una ecuacién cuadratica se ajusta muy bien a las
concentraciones analizadas. Por interpolacion se determind que la DEso para 45 fue
de 0.9 mg/oreja (Y=-30.631x2+93.348x-8.6627, R?=1).

Entonces, para alcanzar un porcentaje de inhibicion del 50% del proceso
inflamatorio, el compuesto 45 fue mas potente debido a que se necesita una dosis
de 0.9 mg/oreja, mientras que del compuesto 44 se necesitan 1.4 mg/ oreja.
Respecto a la eficacia, el compuesto 44 presento el mayor efecto antiinflamatorio

(77%) a la dosis de 2 mg/oreja.

8.4.Determinacion de la toxicidad aguda de los bisfosfonatos 41-42 y
44-45.
Este estudio se realiz6 en ratones hembra, utilizando concentraciones de 50 y 100
mg/kg para cada compuesto. Los tratamientos 41-42 y 44-45 fueron administrados
por via intragastrica utilizando como vehiculo una solucion de tween80:agua (1:9).
A estas dosis, no se observo letalidad dentro de las primeras 24 horas y hasta el
dia 14. Respecto a la ganancia de peso, a dosis de 50 y 100 mg/kg, los compuestos
44 y 45, asi como el grupo control, tuvieron una ligera pérdida de peso dentro de los
primero 5 dias, sin embargo, posterior a esto, se detecté un incremento constante

en la ganancia de peso (Figura 37 y Tabla 12).
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Figura 37. Ganancia de peso de ratones hembra Balb/C en la evaluaciéon de toxicidad aguda de los
compuestos 41-42 y 44-45 durante un periodo de 14 dias. Analisis de varianza (ANOVA) de una via,
post-hoc Student Newman Keuls (p < 0.05); n=5 para cada grupo. Tratamientos: 2vs Vehiculo;

La pérdida significativa de peso corporal puede ser uno de los indicadores mas
sensibles de que la condicién de un animal se esta deteriorando. Este singo clinico
de toxicidad puede ser indicativos de que un animal esta experimentando dolor y/o
angustia, enfermedades debilitantes (cancer, enfermedad renal crénica, etc.), o
incapacidad para comer (crecimiento excesivo de los incisivos, por ejemplo). Se
consideran anomalias cuando el peso corporal del animal ha disminuido en mas del
20% en comparacion con los animales de control, o el peso corporal del mismo ratén
ha disminuido en mas del 25% durante un periodo de 7 dias o mas’884385,

Otro dato importante que sirve como punto de comparacion, es conocer la DLso del
farmaco de referencia utilizado en este trabajo. La DLso reportada para
indometacina (basada en la respuesta de mortalidad a los 14 dias) es de 50 mg/kg®.
Por lo anterior, se asume que a estas dosis no se observan anomalias en la

ganancia de peso y los tratamientos (bisfosfonatos 41 y 42) son seguros a dosis
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iguales o menores a 100 mg/kg, superior a la DLso de indometacina, ademas de que

a estas dosis se tuvieron importante actividad antiinflamatoria.

Tabla 12. Efecto de los compuestos 41-42 y 44-45 sobre la ganancia de peso corporal (g) con una
dosis Unica administrada via i.g. en ratones hembra Balb/C.

Tratamientos

Dias

3

7

9

14

Muertes

Vehiculo

0.006 £ 0.15

0.034 £ 0.17

0.262 +0.35

0.616 £ 0.27

0/5

=

o
oy
o “p-0
o o

BAY
41 (50 mg/kg)

0.246 £ 0.11

0.248 £ 0.08

0.214 £ 0.06

0.502 +£0.15

0/5

=

o
oy
o “p-0
o /p,/o

St
41 (100 mg/kg)

-0.274 £ 0.10

0.044 £ 0.03

0.194 £ 0.21

0.498 + 0.22°

0/5

=

LA
JU
42 (50 mg/kg)

-0.092 + 0.11

0.09+0.08

0.158 £ 0.09

0.404 £0.17°

0/5

42 (100 mg/kg)

-0.084 + 0.08

0.252 £ 0.17

0.304 £ 0.17

0.658 + 0.18°

0/5

bl
ERRSS
44 (50 mg/kg)

-0.214 £ 0.12

0.044 £ 0.11

0.056 + 0.04

0.606 + 0.10Pcd

0/5

NS
OM:\’/O
SRR
44 (100 mg/kg)

-0.386 + 0.052

0.028 + 0.11

0.144 £ 0.15

0.706 + 0.18Pcd

0/5

NS
TR
45 (50 mg/kg)

-0.232 + 0.08

0.02 +0.05

0.108 £ 0.09

0.642 + 0.13bcd

0/5

N7

Gu:\'p

Weaas
45 (100 mg/kg)

0.188 £ 0.62

0.376 £ 0.67

0.654 £ 0.55

0.888 + 0.62

0/5

Cada grupo representa la media * error estandar de la media (ESM). Analisis de varianza (ANOVA) de una via, post-hoc

Student Newman Keuls (p < 0.05); n=5 para cada grupo. Tratamientos: 2vs Vehiculo; Pvs dia 3; °vs dia 7; %vs dia 9.
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Una extraccidn y comparacion en el peso de 6rganos como higado, bazo y rifidon
también fue realizada. Como se menciono anteriormente, estos 6rganos juegan un
papel importante en el metabolismo de farmaco, por lo cual, anomalias en su peso
se asocian a indicios de toxicidad®®.

En la Tabla 13, se puede observar que el peso de los 6rganos no tuvo cambios

significativos entre los tratamientos.

Tabla 13. Efecto de los compuestos 41-42 y 44-45 sobre el peso de los 6rganos (g) con una dosis
Unica administrada via i.g. en ratones hembra Balb/C.

Peso de los érganos (g)

Tratamientos

Higado Bazo Rifén
Vehiculo 1.219+0.040 0.1732+0.002 0.2930£0.005
00\‘PéZK
AOJ\)\V"
Biu 1.2452+0.080 0.2336+0.0102 0.2983+0.010
41 (50 mg/kg)
o\PI/K
o )K 1.1021+0.080 0.1804+0.010 0.275040.010
41 (100 mg/kg)
N
LA L
i 1.0976+0.050 0.2089+0.007 0.3131+0.010

42 (50 mg/kg)
r

o
o %p-0

S .
5 1.2388+0.040 0.1991+0.007 0.3141£0.010
42 (100 mg/kg)
by
GRS 1.0504+0.0402 0.2026+0.010 0.2809+0.390

44 (50 mg/kg)
///
2 JU

1.1283+0.040

0.1724+0.010

0.2938+0.390

44 (100 mg/kg)
J//

P
DA,UP\,,O
N o
© PN

1.1256+0.030

0.2516+0.0102

0.3230+0.0072

45 (50 mg/kg)
O

)@AJ\/LO
~ 7

EEN

45 (100 mg/kg)

1.1822+0.060

0.2081+0.008

0.3271+0.0102

Los datos son presentados como la media * error estandar de la media (ESM). Analisis de varianza (ANOVA) de una via,
post-hoc Student Newman Keuls (p < 0.05); n=5 para cada grupo. Tratamientos: 2vs Vehiculo.
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En el higado, las diferencias significativas versus el grupo control se observaron
para el compuesto 44 a dosis de 50 mg/kg, mientras que para el bazo las
discrepancias se observaron con el compuesto 41 (50 mg/kg) y 45 (50 mg/kg). En
el caso del rifidn, este 6rgano no presentd diferencias significativas versus el grupo
control.

Al igual que el peso corporal, se considera un signo de toxicidad cuando existe una
diferencia del 20% en el peso de cada 6rgano con respecto al grupo control, esto
debido a que se ha demostrado que existe una correlacion entre los 6rganos y peso
corporal®485 No obstante, a pesar de que existen algunas diferencias entre los
compuestos 44 (50 mg/kg), 41 (50 mg/kg) y 45 (50 mg/kg) versus el grupo control,
no existieron perdidas de peso superior al 20%, demostrando la seguridad de estos
compuestos en un estudio de toxicidad aguda de 14 dias. Probablemente, las
pequenas variaciones en algunos pesos de los 6rganos evaluados pueden estar

asociados a un desarrollo y crecimiento especifico para cada individuo evaluado.
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9. CONCLUSIONES

Se sintetizaron los cuatro compuestos seleccionados, 41-42 y 44-45, con
rendimientos del 44 al 73%. El analisis por espectrometria IR, HRMS y RMN
confirmaron la estructura de los bisfosfonatos propuestos 41-42 y 44-45.

De acuerdo con una revisiéon bibliografica exhaustiva, los compuestos 41-42 y 44-
45 se evaluaron como antiinflamatorios por primera vez, ademas de que los
bisfosfonatos 44-45 fueron inéditos.

Respecto a la evaluacion bioldgica, para el modelo de carragenina los bisfosfonatos
mas activos fueron el derivado de etilo y ter-butilo 41 y 42, respectivamente. El
compuesto mas potente fue el derivado de ter-butilo 42 con una DEs0=65.7 mg/kg,
mientras que el derivado de etilo 41 tuvo una DE50=98.95 mg/kg.

En el modelo de TPA, el derivado de bencilo y 4-metoxibencilo 44 y 45,
respectivamente, fueron los bisfosfonatos mas activos. El compuesto 45 fue mas
potente con una DEs0=0.9 mg/oreja, mientras que el compuesto 44 tuvo una
DEso=1.4 mg/ oreja. Respecto a la eficacia, el compuesto 44 presento el mayor
efecto antiinflamatorio (77%) a la dosis de 2 mg/oreja.

Finalmente, el estudio de toxicidad aguda realizado en un periodo de 14 dias mostré
que a dosis de 50 y 100 mg/kg, los compuestos 41-42 y 44-45 no generan letalidad,
resaltando ademas que superan la DLso de indometacina y a estas dosis

mantuvieron importante actividad antiinflamatoria.
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11.ANEXO

11.1. Parte experimental

11.1.1. Informacién general

Todos los reactivos empleados se adquirieron de Sigma-Aldrich y se utilizaron sin
ningun tratamiento adicional. Durante las purificaciones por CC se utilizé silica gel
60® 230-400 mesh. El avance de las reacciones se monitore6 por cromatografia en
capa fina, utilizando cromatofolios Merck 60 F2s4, mezclas de disolventes de
diferente polaridad como fase moévil y agentes reveladores como UV, yodo,
vainillina-H2SO4 y p-anisaldehido.

El THF manipulado se obtuvo utilizando malla molecular como desecante, bajo
atmdésfera de nitrogeno partiendo de THF anhidro comercial.

Los espectros de RMN se registraron en un espectrometro Bruker 500 MHz y
Magritek Spinsolve 80 MHz. Se utiliz6 CDCl3s como disolvente deuterado durante los
analisis de RMN. Los desplazamientos quimicos (d) se reportan en partes por millén
(ppm) con respecto a la referencia interna de tetrametilsilano (TMS). La multiplicidad
de los sistemas de espin acoplados se denoté de acuerdo con las siguientes
abreviaturas: s (sefal sencilla), d (doblete), t (triplete), c (cuadruplete), m (multiplete)
y sus posibles combinaciones. Las constantes de acoplamiento (J) se reportan en
Hertz.

Los analisis de las muestras por espectrometria de masas se llevaron a cabo por
infusion directa utilizando el equipo SYNAPT G2-Si (Waters) equipado con fuente
de ionizacién por electronebulizacion (ESI), filtro de masas de cuadrupolo sencillo y
analizador de masas de tiempo de vuelo (Q-TOF).

Los parametros de operacion del espectrometro de masas fueron los siguientes:
voltaje de capilar de 3 kV, Voltaje de cono 30 V, temperatura del capilar 120 °C,
temperatura de gas de desolvatacion 350 °C, flujo de gas de desolvatacion 400 L
por hora. Para la correccion de masa se infundid continuamente el compuesto
Leucina-encefalina con masa en ESI(+) de 556.2771 Da.

La preparacion de las muestras para el analisis de masas se realizd primero

diluyendo 3 mg del compuesto en 1 mL de metanol (MeOH), para después
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centrifugar la disolucién a 18000 xg por 10 minutos. Del sobrenadante se tomaron
10 pL, el cual se mezclé con 2 yL de acido férmico (HCOOH) al 50% y 1 mL de
MeOH.

Los espectros de IR fueron adquiridos en un equipo Dynascan Perkin Elmer
Espectrum 100 mediante la técnica FTIR-ATR. El espectro se adquiri6 con un
numero de 4 escaneos con resolucion de 4 cm' y una ventana espectral de 4000-
500 cm™'. Las muestras fueron aplicadas directamente al porta muestras del equipo

hasta cubrir la superficie.
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11.2.METODOS DE SINTESIS.

11.2.1. Sintesis del alcohol 4-metoxibencilico.

A una solucion de 4-metoxibenzaldehido (1,23 g) en MeOH (5 ml) a 0°C, se afiadio
NaBHs4 (1,1 equiv.) y se agit6 durante 3 h hasta que la reaccién alcanzé la
temperatura ambiente. Posteriormente una solucion saturada de NH4Cl fue
agregada y el producto de reaccion fue extraido con CH2Cl2 (3 X 10 mL). Las fases
organicas fueron combinadas, desecadas sobre Na2S0O4 y concentradas a presion
reducida, obteniéndose el alcohol 4-metoxibencilico (1,22 g, 98%) como un aceite

incoloro.

11.2.2. Procedimiento general para la sintesis de los bromocetoésteres
55-58.
Método A

Una mezcla de etanol o ter-butanol (12 equiv) y trietilamina (1.2 equiv) disuelta en
CH2Cl2 anhidro a 0°C fue mantenida en agitacion por 10 minutos, posteriormente el
bromuro de bromoacetilo fue agregado a goteo lento y la reaccién procedi6 de 0 a
25°C por 5 horas. Para finalizar la reacciéon, 5 mL de agua destilada fueron
agregados y el producto de reaccién fue extraido con CH2Cl2 (3 X 10 mL). Las fases
organicas fueron combinadas, desecadas sobre Na2S0O4 y concentradas a presion
reducida, obteniendo los bromocetoésteres 55-56

Método B

A una suspension de bicarbonato de sodio (3 equiv) y alcohol bencilico o alcohol 4-
metoxibencilico (1 equiv) se agregdé bromuro de bromoacetilo (1.4 equiv) a goteo
lento en acetonitrilo anhidro a 0°C. La mezcla se agité a temperatura ambiente por
5 horas. Para finalizar la reaccion, 5 mL de agua destilada fueron agregados y el
producto de reaccién fue extraido con CH2Cl2 (3 X 10 mL). Las fases organicas
fueron combinadas, desecadas sobre Na2SO4 y concentradas a presion reducida,

obteniendo los bromocetoésteres 57-58.
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Bromoacetato de etilo (55).

Rendimiento: 0.4 g (42%) como un aceite ligeramente

O :
amarillo.
/\O)I\/Br IR (cm™)=2983, 1733 (CO2Et), 1273, 1172, 1110, 1024, 666
55 (CH2Br).
RMN 'H (80 MHz, CDClz): & = 1.27 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CHa),
3.80 (s, 2H, CH2Br), 4.21 (q, J = 7.1 Hz, 2H, OCH:). RMN '3C (20 MHz, CDCl3): & =
14.04 (CHs), 26.00 (CH2Br), 62.36 (CH20), 167.28 (C=0).

Bromoacetato de terbutilo (56).

Rendimiento: 0.78 g (71%) como un aceite ligeramente

0]
>L )‘\/B amairrillo.
r
(0] IR (cm™') = 2983, 1733 (CO:Et), 1273, 1172, 1110, 1024,
56

666 (CH2Br).

RMN 'H (80 MHz, CDCls): & = 1.48 (s, 9H, CHa), 3.75 (s,
2H, CH2Br). RMN 13C (20 MHz, CDCls): & = 30.05 (CH2Br), 30.19 (CHa), 85.24
(CCHs3), 168.86 (C=0).

Bromoacetato de bencilo (57).

Rendimiento: 0.66 g (71%) como un aceite

o .
JJ\/B incoloro.
r
(o) RMN "H (80 MHz, CDCl3): 8 = 3.72 (s, 2H, CH2Br),
57 5.06 (s, 2H, CH20), 7.22 (s, 5H, Harom). RMN 13C

(20 MHz, CDCls): & = 25.75 (CH2Br), 67.87 (CH20),
128.33 (Carom), 128.55 (Carom), 128.60 (Carom), 134.93 (Carom), 167.00 (C=0).
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Bromoacetato de 4-metoxibencilo (58).

Rendimiento: 0.92 g (91%) como un aceite

(0]
OJ\/Br ligeramente amarillo.
RMN 'H (80 MHz, CDCls3): 5 = 3.81 (s, 3H, CH30),
o 5

8 3.84 (s, 2H, CH2Br), 5.14 (s, 2H, CH20), 6.89 (d, J

= 8.7 Hz, 2H, Harom), 7.32 (d, J = 8.7 Hz, 2H, Harom).

RMN '3C (20 MHz, CDCls): & = 25.98 (CH2Br), 55.37 (CH30), 67.85 (CH20), 114.06
(Carom), 127.12 (Carom), 130.36 (Carom), 159.95 (Carom), 167.12 (C=0).
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11.2.3. Procedimiento general para la sintesis de los bisfosfonatos 41-
42 y 44-45.

A una disolucion de bisfosfonato de tetraetilo en THF (10 ml) a -5°C bajo atmésfera
de nitrégeno, se adicion6 gota a gota NaHMDS (1.5 equiv.). La mezcla se mantuvo
en agitacion por 15 min. Posteriormente se afadido una disolucion del haluro de
alquilo respectivo 55-58 (2.5 equiv.) en THF, a la solucion anterior. La mezcla de
reaccion se agité a 0°C durante 18 h. Finalmente, el crudo de reaccién se concentro
y el producto crudo se purificé por CC (AcOEt: MeOH, 95:05), generando asi los
bisfosfonatos 41-42 y 44-45.

Sintesis de 3,3-bis (dietoxifosforil) propanoato de etilo (41).

( r ) Rendimiento: 0.44 g (73 %) como un aceite ligeramente
o. 9 K amarillo.

- RMN 'H (500 MHz, CDCls): 8 = 1.25 (t, J = 7.2 Hz, 3H,

o ,P\’/0 CHs), 1.33 (t, J = 7.1, 12H, CH3), 2.81 (td, J = 15.9, 6.3

41 )0 OK Hz, 2H, CH2C=0), 3.08 (tt, J = 23.8, 6.2 Hz, 1H, CHP2),

] 410 - 424 (m, 10H, OCHz). RMN 3C (126 MHz,

CDCls): & = 14.13 (s, CHa), 16.27 (d, J = 2.9 Hz, CH3),

16.32 (d, J = 2.8 Hz, CH3), 30.61 (t, J = 4.5 Hz, CH2C=0), 32.82 (t, J = 136.0 Hz,

CHP2), 61.22 (s, OCH2), 62.77 (d, J = 6.5 Hz, POCH?2), 62.92 (d, J = 6.5 Hz, POCH_),

170.90 (s, C=0). RMN 3'P (202 MHz, CDCls): & = 22.23. HRMS [FAB*]: calculado
para C13H280sP2 [M+H]*, m/z 375.1348; encontrado para [M+H]*, m/z 375.1340.
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Sintesis de 3,3-bis (dietoxifosforil) propanoato ter-butilo (42).

.

42

(0]
%p//o

S L

~N

[~

Rendimiento: 0.48 g (44 %) como un aceite ligeramente
amarillo.

RMN 'H (500 MHz, CDClz): & = 1.33 (t, J = 7.1, 12H,
CHs), 1.46 (s, 9H, CHs), 2.76 (td, J = 16.1, 6.0 Hz, 2H,
CH2C=0), 3.07 (tt, J = 23.9, 6.0 Hz, 1H, CHP2), 4.12 —
4.23 (m, 8H, POCH2). RMN 13C (126 MHz, CDCl3): d =

16.34 (d, J = 6.2 Hz, CHs3), 28.01 (s, CHs), 31.44 (t, J = 4.4 Hz, CH2C=0), 33.06 (t,
J =135.8 Hz, CHP2), 62.70 (d, J = 6.5 Hz, POCH), 62.84 (d, J = 6.5 Hz, POCH>),
81.31 (s, CCHs3), 169.85 (s, C=0). RMN 3*'P (202 MHz, CDCl3): & = 22.74. HRMS
[FAB™]: calculado para C1sH3208P2 [M+H]*, m/z 403.1651; encontrado para [M+H]",

m/z 403.1650.
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Sintesis de 3,3-bis (dietoxifosforil) propanoato de bencilo (44).

( '/ )} Rendimiento: 0.56 g (65 %) como un aceite
o /O K ligeramente amarillo.

o "“p-0 RMN "H (500 MHz, CDCls): 5 = 1.32 (t, J = 6.9 Hz,

©/\o/u\)\p€° 12H, CHs), 2.91 (td, J = 15.8, 6.3 Hz, 2H, CH2C=0),

“ /‘,3 ok 3.13 (tt, J = 23.7, 6.3 Hz, 1H, CHP>2), 4.10-4.25 (m,

/ 8H,POCHz2), 5.17 (s, 2H, CH2Ph), 7.33-7.41 (m, 5H,
Harom). RMN 13C (126 MHz, CDCI3): & = 16.32 (d, J = 6.3 Hz, CH3), 16.29 (d, J = 6.2
Hz, CHs), 30.67 (t, J = 4.5 Hz, CH2C=0), 32.87 (t, J = 136.0 Hz, CHP2), 62.82 (d, J
=6.6 Hz, POCHz2), 62.96 (d, J=6.5 Hz, POCH2), 67.03 (s, CH2Ph), 128.34 (s, Carom),
128.36 (s, Carom), 128.56 (s, Carom), 135.56 (s, Carom), 170.76 (s, C=0). RMN 3P
(202 MHz, CDCIs): 6 = 22.08. HRMS [FAB*]: calculado para C1sH300sP2 [M+H]*, m/z
437.1494; encontrado para [M+H]*, m/z 437.1505.
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Sintesis de 3,3-bis(dietoxifosforil) propanoato de 4-metoxibencilo

(45).
( ,/ ) Rendimiento: 0.366 g (41 %) como un aceite
o. o K ligeramente amarillo.
o PO o | RMN 'H (80 MHz, CDCls): &= 1.34 (t, J= 7.3
/©/\° R Hz, 12H, CHs), 2.62-3.47 (m, 3H, CHPy;
o 15 )o Ok CH2C=0), 3.84 (s, 3H, CHs), 4.50 — 3.89 (m,
. ) 8H, POCHz), 5.12 (s, 2H, CH2Ph), 6.91 (d, J =

8.6 Hz, 1H, Harom), 7.34 (d, J = 8.9 Hz, 1H, Harom). RMN '3C (20 MHz, CDCl3): & =
16.38 (d, J = 6.2 Hz, CH3s), 30.76 (t, J = 4.4 Hz, CH2C=0), 32.95 (t, J = 135.9 Hz,
CHP2), 55.35 (s, CH30), 63.00 (d, J = 6.6 Hz, POCH2), 62.86 (d, J = 6.6 Hz, POCH>),
66.93 (s, CH2Ph), 114.01 (s, Carom), 127.78 (s, Carom), 130.26 (s, Carom), 159.83 (s,
Carom), 170.85 (s, C=0). HRMS [FAB]: calculado para C19H3209P2 [M+H]*, m/z
467.1600; encontrado para [M+H]*, m/z 467.1652.
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11.3.ESPECTROS.

Espectro IR de 55.

Espectro RMN de 'H (80 MHz, CDCls) de 55.
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O=.20
Z=00

Espectro RMN de 13C (20 MHz, CDCls) de 55.
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Espectro RMN de 'H (80 MHz, CDCls) de 56.

Espectro RMN de 13C (20 MHz, CDCls) de 56.

116



Espectro IR de 57.

Espectro RMN de 'H (80 MHz, CDCls) de 57.
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Espectro RMN de 'H (80 MHz, CDCls) de 58.

Espectro RMN de 3C (20 MHz, CDCls) de 58.
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Espectro IR de 41.

Espectro RMN de *H (500 MHz, CDCls) de 41.
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Espectro RMN DEPTQ (126 MHz, CDCls) de 41.

Espectro de 3P (202 MHz, CDCl3) de 41.
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[M+H]:
100
375.1340
[M+Na]+
397.1156
329.0916
239.1626 413.0894 [2M+Na]+
771.2415
237.0799
0 400 ' 500

m/z

Espectro HRMS TOF MS ES+ de 41.

1:TOFMSES+
2.93e6

900
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Espectro IR de 42.

Espectro RMN de 'H (500 MHz, CDCls) de 42.
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Espectro RMN DEPTQ (126 MHz, CDCl3) de 42.

Espectro de 3P (202 MHz, CDCls) de 42.
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1: TOF MSES+
1.66e7

[2M+Na]+
827.3044

403.1650

[M+Na]
425.1474

ES+ Espectro HRMS TOF M de 42,
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Espectro IR de 44.

Espectro RMN de H (500 MHz, CDCls) de 44.

126



Espectro RMN DEPTQ (126 MHz, CDCls) de 44.

Espectro de 3P (202 MHz, CDCls) de 44.

127



128



Espectro RMN de 'H (500 MHz, CDCls) de 45.

Espectro RMN de 13C (126 MHz, CDCls) de 45.
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Anexos
Tabla 14. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria de los compuestos 41-42 y 44-45 en el modelo
de carragenina en ratones hembra Balb/C.

Tratamiento Formacién de edema subplantar (mm)
1h 3h 5h 7h 24 h
Control 0.276+0.03 0.560+0.03 0.722+0.03 0.485+0.03 0.31410.04

Indo (20mg)  0298+0.02  0.360+0.032  0.438+0.032  0.433:0.03 0.312+0.04
41(25mg)  0.246:0.02  0.449+0.05  0.517+0.032  0.425+0.04 0.238+0.03
42(25mg)  0.302+0.04  0.549:0.03>  0.523+0.03=  0.497+0.04 0.315£0.02

44 (25 mg) 0.294+0.03  0.533+0.05>  0.661+0.06b¢  0.403+0.04 0.313+0.05
45(25mg)  0.205+0.04  0.559:0.03®  0.624+0.04>  0.426+0.02 0.311+0.03

Cada grupo representa la media = error estandar de la media (ESM). Analisis de varianza (ANOVA)
de una via, post-hoc Student Newman Keuls (p < 0.05); n=5 para cada grupo. 2vs. Control
carragenina; bvs. Indometacina.

Tabla 15. Resultados de la actividad antiinflamatoria de los compuestos 41-42 y 44-45 en el modelo
de carragenina en ratones macho Balb/C.

Tratamiento Formacién de edema subplantar (mm)
1h 3h 5h 7h 24 h
Control 0.382+0.01 0.580+0.03 0.830+0.017 0.678+0.02 0.360+0.02

Indo (20mg)  0.369:0.03  0.496+0.022  0.530£0.042  0.555+0.042  0.306+0.02
41(25mg)  0.394:0.04  0.475:0.02¢  0.626+0.032  0.565:0.042  0.317+0.03
42 (25 mg) 0.344+0.01  0.536+0.01  0.657+0.022  0.585+0.03°  0.315+0.024

44 (25 mg) 0.357+0.02  0.503+0.02  0.716£0.032b  0.592+0.022  0.299+0.02
45(25mg)  0.419+0.02  0.619£0.03°  0.755:0.06®  0.713+0.06 0.449+0.06

Cada grupo representa la media = error estandar de la media (ESM). Analisis de varianza (ANOVA)
de una via, post-hoc Student Newman Keuls (p < 0.05); n=5 para cada grupo. 2vs. Control
carragenina; bvs. Indometacina.
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Tabla 16. Resultados de la ganancia de peso en la evaluacidon de toxicidad aguda de los compuestos
41-42 y 44-45 en ratones hembra Balb/C durante un periodo de 14 dias.

Tratamiento

Ganancia de peso (g)

Dia 3 Dia 5 Dia 7 Dia 10 Dia 12 Dia 14
Control 0.006£0.15  -0.226+0.16  0.034:0.17  0.262+0.35  0.294:+0.32  0.616+0.27
41 (50 mglkg) 0.246+0.11  0.328+0.042  0.248+0.08  0.214+0.06  0.328+0.07  0.502+0.15
41(100mg/kg 02741010  -0.102£0.13  0.044+0.034  0.194+0.21  0.330+0.22 0.498+0.22
42 (50 mglkg) -0.092+0.11  0.096+0.08 0.090+0.08  0.158+0.09  0.368£0.10  0.404+0.17
42 (100 mg/kg)  .0.08410.08  0.2200.21 0.252¢0.17  0.304+0.17  0.370£0.29  0.658+0.18
44 (50 mg/kg) -0.214+0.12  -0.362+0.10  0.044%0.11 0.056£0.04  0.300+0.04  0.606+0.10
44 (100 mgkg)  _0.386+0.052  -0.134+0.03  0.028+0.11 0.144+0.15  0.236:0.15  0.706+0.18
45 (50 mg/kg) -0.232+0.08  -0.260.10 0.020£0.05  0.108+0.09  0.278+0.06  0.642+0.13
45 (100 mgkkg)  0.188+0.62  0.184+0.67 0.376£0.67  0.654+0.55  0.668+0.55  0.888+0.62

Cada grupo representa la media = error estandar de la media (ESM). Analisis de varianza (ANOVA)

de una via, post-hoc Student Newman Keuls (p < 0.05); n=5 para cada grupo.
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