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CAPITULO I: INTRODUCCION

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La Diabetes Mellitus (DM) es una enfermedad cronica, la cual se caracteriza por un
deterioro en la sintesis y liberacion de insulina por parte del pancreas, o por una insensibilizacion
de los tejidos a la insulina. En consecuencia, la glucosa en el organismo humano no se regula de
manera Optima, causando estados de hiperglucemia, los cuales son graves para el organismo.
Ademas, altera la regulacion del metabolismo, proteinas y lipidos, siendo definida como un
trastorno metabolico (Organizacion Mundial de la Salud [OMS], 2016).

La prediabetes es también conocida como hiperglucemia intermedia o disglucemia;
encasilla personas con niveles que se salen del rango normal de glicemia en ayuno (entre 100 y
125 mg/dl) y glucemia poscarga (entre 140 y 199 mg/dl) (Caja Costarricense de Seguro Social
[CCSS], 2020), y se considera un potencial factor para desarrollar Diabetes mellitus tipo 2 (DM2).
Sin embargo, estos pacientes no poseen los criterios para ser diagnosticados como diabéticos. La
prediabetes incluye alteraciones en la glucemia basal (GBA) o intolerancia a la glucosa (ITG); en
algunos casos, puede presentar ambas alteraciones. Es importante mencionar que la prediabetes
puede estar acompariada con otras alteraciones como la obesidad. Diagnosticar la prediabetes, es
crucial para un eficaz abordaje, y reducir el desarrollo de DM2. Para esto, es importante tomar en
cuenta algunos cambios, como el estilo de vida, especialmente en la dieta y ejercicios, asi como el
uso de medicamentos (Sociedad Esparfiola de Diabetes, 2014).

Segun la OMS, para el afio 2016 la DM fue la causa directa de la muerte de 1,6 millones de
personas, y para el 2012 cerca de 2,2 millones fueron atribuibles a estado de hiperglucemia. La
prevalencia de esta patologia en mayores de 18 afios aumento de un 4,7% en 1980 a un 8,5% en el
2014. Los datos previstos para el afio 2045 seran de alrededor de 629 millones de personas que van
a desarrollar diabetes. Estos datos son alarmantes, por lo que se han convertido en una problematica
de salud y econdmica, tanto para los paises como para sus habitantes (Organizacion Mundial de la
Salud (OMS), 2016).

En Costa Rica, el escenario de la patologia DM2, se considera una problematica de salud
publica, asi como en los demaés paises del Tercer Mundo. El perfil epidemioldgico de esta patologia
ha ido variando a lo largo de la historia: se considera que entre un 5% y un 6 % de la poblacion de
20 y mas afios tiene diabetes, segin un censo realizado en el afio 2000, de aproximadamente
134,000 habitantes (Lacié y Peralta, 2006).
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Los tratamientos para la prediabetes se enfocan en revertir la condicion y evitar que se
progrese a DM. Una de las recomendaciones es el cambio en estilo de vida, principalmente
mediante cambios en la alimentacion, y la actividad fisica. La Asociacion Latinoamericana de
Diabetes (ALAD) menciona que la prevalencia es alta de pacientes que no se apegan a la terapia,
ya sea farmacoldgica o no farmacoldgica. Los factores que inducen a una menor adherencia son
variados: se toman en cuenta la edad, el sexo, la complejidad del tratamiento, entre otros. La
primera opcion de intervencion farmacologica recomendada actualmente es a la metformina, ya
sea para prevenir o interferir el desarrollo de DM2 por ser segura, tolerable y econémica. Sin
embargo, como existe diversidad de pacientes, la tolerabilidad es individual (Asociacion
Latinoamericana de Diabetes [ALAD], 2019).

Las antocianidinas y antocianinas se clasifican como una subclase de los flavonoides; estas
se encuentran ampliamente en alimentos de origen vegetal; proporcionan diversas coloraciones
segun el pH y de la presencia de iones metalicos en la molécula; estas coloraciones van desde
azules, violeta y rojos. Debido a esto, los alimentos (frutos) que las contienen presentan estas
coloraciones: por ejemplo, el azul de las bayas como los arandanos y el rojo de las cerezas. La
palabra antocianina hace referencia a las moléculas unidas a glucésidos (azUcares); una vez que se
elimina esta union, las antocianinas pasan a ser antocianidinas o aglicones. La delfinidina es una
aglicona de antocianinas, y esta representa una de las antocianinas mas abundante en las plantas
(Meiers et al., 2001).

La molécula delfinidina, segun un estudio que se llevo a cabo en un modelo animal en ratas
por Jankowski et al., (2000), presenta potencial accion terapéutica contra la DM; sin embargo, los
mecanismos por los cuales actla no estan totalmente esclarecidos. Otro estudio ha demostrados
que esta molécula inhibe la absorcion de glucosa por medio del receptor GRP40. Por lo tanto, se
debe evaluar como una candidata como tratamiento farmacoldgico alternativo contra la diabetes y
prediabetes (Hidalgo, 2016).

Los métodos computacionales figuran un nuevo horizonte en la ciencia, brindando nuevas
posibilidades en el disefio de farmacos. En la actualidad, ha aumentado su eficiencia gracias al
desarrollo de nuevas herramientas computacionales, por lo que han optimizado los procesos de
produccién e investigacion (Macalino, Gosu, Hong y Choi, 2015).

Con respecto a lo mencionado anteriormente, se da a conocer la necesidad de enriquecer

los conocimientos en metodos in silico en la investigacion de moléculas que presentan posibles
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acciones terapéuticas en la patologia de la prediabetes. Por lo anterior se plantea la siguiente
pregunta de investigacion:
¢Los analogos obtenidos de la delfinidina por medio de métodos in silico, podrian tener un

potencial mecanismo de accion terapéutico en la prediabetes?
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HIPOTESIS

Los analogos de la molécula delfinidina obtenidos por métodos in silico tienen un potencial

mecanismo terapéutico en la prediabetes.
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OBJETIVOS
Objetivo General
Evaluar las moléculas analogas de la molécula delfinidina y su potencial mecanismo de

accion terapéutico en la prediabetes por medio de métodos in silico.

Obijetivos Especificos
Generar una biblioteca de analogos de la molécula delfinidina por medio de métodos in

silico, considerando propiedades fisicoquimicas de un prototipo farmacologico para la prediabetes.

Analizar el anclaje molecular de los analogos de la molécula delfinidina con posibles

blancos moleculares, para definir su potencial mecanismo de accion terapéutico en la prediabetes.

Disefar una metodologia de la sintesis quimica del analogo de la molécula delfinidina, que

cumpla con un perfil adecuado de candidato terapéutico de la prediabetes.
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JUSTIFICACION

La prediabetes se considera como un estado en el que las concentraciones sanguineas de
azucar (glucosa) sobrepasan el rango 140 mg/dL (7,8 mmol/L), el cual se considera normal, debido
a un déficit o resistencia a la accion de la insulina; esta precede a la DM2 y se asocia al incremento
en la mortalidad y morbilidad (Khokhar, Umpaichitra, Chiny Perez, 2017). Epidemioldgicamente
esta patologia, a nivel mundial, se ha mantenido y va en aumento, y para el 2013 se diagnosticaron
en el mundo alrededor de 382 millones de personas en edades de 20 a 79 afios; si se mantiene este
aumento se espera que, en menos de 25 afios, el total de personas afectadas aumentara a 592
millones. Por lo anterior, el diagnostico temprano de la prediabetes es fundamental, pues permite
que los profesionales en Salud puedan identificar pacientes con mayor riesgo de adquirir DM2, y
de la mano con la terapia se puede obtener resultados positivos, ya sea en retrasar o en prevenir la
DM2, y sus complicaciones (Mora, 2014).

Los tratamientos para la diabetes son variados; el recomendado para la etapa previa
(prediabetes) es la metformina, la cual pertenece a la familia de las biguanidas; este farmaco reduce
laresistencia a la insulina y disminuye la absorcion de glucosa a nivel de intestino, por lo que puede
ayudar a perder peso. Ademas, tiene la ventaja de no inducir hipoglucemias. No obstante, el apego
terapéutico es discutible, ya que su principal efecto adverso gastrointestinal afecta de manera
marcada la vida de los pacientes, ademas de que la anatomia y fisiologia de los pacientes es
variante, por lo que la intensidad o frecuencia también varia (Arocha, Navas, Aure y Palacios,
2017).

Segun datos de la Agencia de Alimentos y Drogas de EE.UU. (Food and Drug
Administration [FDA], 2016), menciona que estd contraindicada en los pacientes con tasa de
filtracion glomerular (TFG) estimada por debajo de los 30 mL/minuto/1,73 m2; por ello, debido a
la diversidad de pacientes, sus efectos gastrointestinales inducen a que un porcentaje de estos no
se apegue al tratamiento, lo que se traduce en el progreso hacia la diabetes (Carrasco et al., 2011).

Los métodos in silico son utilizados en el desarrollo de farmacos como herramientas que
proporcionan la ventaja de reducir el costo y el tiempo, porque los resultados obtenidos pueden ser
extrapolados a métodos in vivo, facilitando el proceso de seleccion de las moléculas con mejor
actividad farmacologica. Ademas, estos permiten visualizar la unién mas probable entre el ligando
y el receptor, aumentando las probabilidades de que el farmaco sea mas seguro y eficaz (Scior,
Martinez y Salinas, 2007).
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El proceso del desarrollo de farmacos tiende a ser complejo; no obstante, las nuevas
herramientas permiten disminuir esta complejidad. Una de las herramientas implementadas
actualmente es el cribado virtual in silico; este consiste en analizar de manera computacional las
bases de datos de los compuestos que se pretenden usar. Su funcionalidad es permitir seleccionar
los candidatos mas adecuados que actlen sobre el blanco terapéutico y con la respuesta bioldgica
esperada. Cabe mencionar que esta herramienta permite evaluar grandes cantidades de moléculas
a lamisma vez; por ello, se reduce el tiempo y el gasto econdmico que conllevaria el ser estudiado
por otros medios (Rivera et al., 2013).

La delfinidina ha demostrado tener actividad farmacoldgica en la diabetes y en otras
patologias (Jankowski et al., 2000). Unas de las limitantes en la formulacion de este tipo de
moléculas (antocianidinas) es su baja solubilidad en agua y en mezclas hidroalcohdlicas, viéndose
afectada la farmacocinética en mayor relevancia la biodisponibilidad. Existen estrategias que se
podrian usar para optimizar la molécula que se desea estudiar; una de ellas es la modificacién
quimica, o también Ilamada variacion molecular, cuyo fin es mejorar propiedades fisicoquimicas
de la molécula original; en consecuencia, afecta directamente en la biodisponibilidad, menor
toxicidad y reacciones secundarias minimas (Escalona, Carrasco y Padrén, 2008).

La presente investigacion se enfoca en evaluar la molécula delfinidina y su potencial
mecanismo terapéutico en la prediabetes, con el fin de obtener nuevas alternativas para combatir

esta patologia que va en aumento.
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ANTECEDENTES

Antecedentes Histdricos

El término antocianina se describio por primera vez en el afio 1835 por Marquart, haciendo
referencia a los pigmentos azules de las flores. Estos son pigmentos polifendlicos pertenecientes a
los metabolitos flavonoides; en las plantas (frutas, flores y hojas) las antocianidinas son
responsables de los colores rojo-naranja a azul-violeta. A lo largo de la historia se han identificado
alrededor de 700 derivados de antocianinas estructuralmente diferentes de 27 aglicones conocidos
como antocianidinas. Debido a sus componentes estructurales (fenilo), las antocianinas rara vez se
encuentran en forma de agliconas. Las antocianidinas normalmente se unen a restos de azlcares
(carbohidratos); estos se conjugan con el grupo hidroxilo del carbono 3 (C3) en el anillo C. Las
conjugaciones a carbohidratos son las responsables de la denominacion de glucésidos. Con
respecto a la absorcién, dependen en gran medida de sus estructuras (Wallace y Giusti, 2015).

Las antocianinas se extrajeron por primera vez en 1903, demostrando para el afio 1906 que
presentaban uniones con azucares, conociéndoseles como glucésidos. En cuanto a su ailsmiento y
purificacion, estas se aislaron en forma de cloruros en soluciones fuertemente acidas; por ello, se
les representan como cationes de flavilio. Sin embargo, para 1958 Haborner y colaboradores
utilizaron métodos como la cromatografia en papel, con el fin de optimizar el proceso de
purificacion e indentificacion.

En cuanto a su distribucion, las antocianinas se encuentran en diversos tejidos vegetales
(hojas, tallos, raices y frutos); su estructura se compone por dos anillos aromaticos unidos por
medio de un anillo heterociclico oxigenado. Estas, en la naturaleza, como se menciona en el parrafo
anterior, rara vez se encuentran en su forma aglicona, cominmente conocida como antocianidinas,
por lo que predomina su contraparte antocianina, la cual se encuentra conjugada con azlcares y
grupos acilantes. Se conocen seis antocianidinas; entre las principales estan: cianidina, delfinidina,
petunidina, peonidina, pelargonidina y malvidina; dichas agliconas pueden presentar
glicosilaciones o acilaciones inducidas por acidos aromaticos o alifaticos, asi como por azucares,
proporcionando alrededor de 600 antocianinas diferentes entre si (Bueno et al., 2012).

Segun la investigacion realizada por Friege et al., (2009), en 1965, el comite de expertos de
la OMS utilizo el término de prediabetes haciendo mencidn a pacientes con antecedentes o factores

de riesgo para desarrollar diabetes mellitus. Esta se consideraba como la fase temprana, y solo se
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podia sospechar sin poder diagnosticarla. No obstante, fue hasta el 27 de marzo del 2003 que la
American Diabetes Association (ADA) definid lo que se considera como prediabetes:

Es un estado que precede al diagnostico de diabetes tipo 2. Esta condicion es comun, esta
en aumento epidemiolOgico y se caracteriza por elevacion en la concentracion de glucosa en
sangre mas all& de los niveles normales, sin alcanzar los valores diagnosticos de diabetes. Se
puede identificar a traves de una prueba de tolerancia oral a la glucosa (Tolerancia a la Glucosa
Alterada, TGA) o a través de la glucemia en ayunas (glucosa alterada de ayuno, GAA). La
mayoria de las personas con cualquiera de las dos condiciones desarrollara diabetes manifiesta

dentro de un periodo de 10 afios. (p. 147).

Antecedentes Internacionales

Jankowski, Jankowska y Niedworok (2000), realizaron un estudio basado en “The effect of
anthocyanin dye from grapes on experimental diabetes”, con el fin de evaluar el efecto sobre el
curso e intensidad de los sintomas de la diabetes en modelo animal en ratas. Para el desarrollo del
estudio se tomaron como poblacién 80 ratas con pesos de 200-250 g; estas ratas fueron divididas
en cuatro grupos: el grupo | fue tomado como control; el grupo Il recibié 70 mg/kg m.c. (masa
corporal) de estreptozotocina intraperitoneal; el grupo 111 recibié 10 mg/kg m.c. de colorante de
antocianina natural de vino; finalmente, el grupo IV recibié 70 mg/kg m.c. intraperitoneal de
estreptozotocina y simultdneamente 1 mg/kg m.c de colorante de antocianina natural. Ellos
concluyeron que el grupo Il mostré importante concentracion de glucosa en orina después de la
inyeccion; ademas, el grupo Il mostré disminucion sustancial de glucosa en orina y
concentraciones séricas.

Jayaprakasam, Vareed, Olson y Nair (2005), en su trabajo “Insulin secretion by bioactive
anthocyanins and anthocyanidins present in fruits”, analizan la actividad secretora de insulina de
manera in vitro en células beta pancreéticas de roedores (INS-1 832/13). En esta actividad, al ser
estimulada por concentraciones de glucosa de 4mM y 10 mM, los componentes de antocianidinas
utilizados en el analisis fueron: cianidina, delfinidina y glucésidos pelargonidina. En los resultados
obtenidos figuraron: la pelargonidina, que demostr6 mayor actividad secretora de insulina en
ambas concentraciones, mientras que la delfinidina no demostré una secrecion a una concentracion
de 10 mM. Concluyen que se deben realizar estudios in vivo y de evaluacion clinica para validar

los resultados.
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Abdel-Aal y Shipp (2010), en su investigacion “Food applications and physiological effects
of anthocyanins as functional food ingredients”, sugirieron que las antocianinas son compuestos
dietéticos, los cuales tienen un papel importante en la salud humana. Ademas, mencionan que estas
tienen efectos antioxidantes, antiinflamatorios, antitumorales, antidiabéticos, entre otros. Los
autores mencionan que las dietas ricas en polifenoles pueden reducir el riesgo de obesidad y
diabetes mellitus tipo 2. Ademas, llegaron a la conclusion de que es importante conocer la
biodisponibilidad més enfatica en la absorcion y distribucion de estas moléculas, ya que permitiria
desarrollar productos a base de estas.

Aguilera, Reza, Chew y Meza (2011), en su publicacién “Propiedades funcionales de las
antocianinas”, tenian como objetivo brindar informacién actualizada de las propiedades de las
antocianinas; en consecuencia, su potencial uso como ingredientes alimenticios y su impacto sobre
la salud. En esta se menciona que las antocianinas son glucdsidos de las antocianidinas, donde la
parte de aglicona hace referencia a la antocianidina; dicha unién es por medio de enlaces -
glucosidico. Ademas, aluden que estas tienen propiedades antidiabéticas, antiinflamatorias,
antitumorales, entre otras.

Miguel (2011), en su investigacion “Anthocyanins: antioxidant and/or anti-inflammatory
activities” realizo una breve revision sobre las estructuras quimicas, la biodisponibilidad, actividad
antioxidante, antiinflamatoria de las antocianinas. Menciona que su actividad inhibitoria de
enzimas digestiva es el objetivo de estudio para controlar la diabetes mellitus tipo 2 y la obesidad.
Concluye que, al no haber evaluaciones de las actividades bioldgicas por parte de la FDA, impiden
que estas se consideren actos para el uso humano, por lo que ellos sugieren que se deben realizar
mas investigaciones con el fin de evaluar: la dosis terapéutica y los beneficios reales, porque asi
los profesionales de Salud pueden asesorar a pacientes que pretenden incorporar dichos productos
como suplementos y nutracéuticos.

Rojo et al., (2012), en su investigacion “In vitro and in vivo anti-diabetic effects of
anthocyanins from maqui berry (aristotelia chilensis)”, realizaron un estudio con el objetivo de
observar la respuesta de los niveles de glucosa en sangre en ayunas y la tolerancia en ratones obesos
hiperglucémicos ante la administracidn oral de antocianinas. Los investigadores implementaron un
método murino (C57BL/6J) de DM2 y un modelo celular (células hepaticas de rata (H41IE)). Entre
los resultados obtenidos, obtuvieron que a una dosis oral de antocianina mejora los niveles de

glucosa en sangre en ayunas, y mejora la tolerancia de glucosa en ratones obesos hiperglucémicos
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C57BL/6J. En cuanto al modelo celular, se observd una disminucion en la gluconeogénesis, por
medio de una disminucion de la actividad de la enzima glucosa 6-fosfatasa. Finalmente,
concluyeron que las formulaciones eran ricas en antocianinas, de la baya maki berry, la
hiperglucemia y la resistencia en ratones. Sugieren que el mecanismo por el cual actdan estas
moléculas se debe a la modulacion en el metabolismo de la glucosa, en el musculo esquelético y
en el higado.

Patel, Jain y Patel (2013), realizaron una revision titulada “Medicinal significance,
pharmacological activities, and analytical aspects of anthocyanidins ‘delphinidin’: a concise
report”. En dicha revision se menciona que las antocianinas son derivados de los flavonoides, por
lo que en su estructura se encontraran dos anillos aromaticos bencénicos unidos por un puente de
tres atomos de carbono, con la estructura general C6-C3-C6, los cuales pueden formar o no un
tercer anillo; esta estructura brinda propiedades farmacoldgicas como antiinflamatoria,
antidiabética, entre otras. Reiteran que la antocianina es la que se encuentra en combinacion con
moléculas de carbohidratos. Ademas, sugieren que un mecanismo por el cual actta la delfinidina
es la inhibicion de fosforilacion del receptor del factor del crecimiento endotelial vascular.
Concluyen que la delfinidina podria utilizarse para el desarrollo de nuevas moléculas como posible
tratamiento en la diabetes mellitus tipo 2, las enfermedades coronarias, los anticancerigenos,
antitumorales, antiinflamatorios. Ademas, que podrian ser utilizadas como suplemento
nutracéutico y alimenticio en el futuro.

Gharib, Faezizadeh y Godarzee (2013), realizaron la investigacion “Treatment of diabetes
in the mouse model by delphinidin and cyanidin hydrochloride in free and liposomal forms”, en la
cual investigaron los efectos inhibidores in vitro e in vivo de manera libre y liposémica de la
delfinidina y el cloruro de cianidina. Los investigadores usaron un método de extrusion para lograr
encapsular en liposomas la delfinidina y el cloruro de cianidina. Por medio del método in vivo,
evaluaron la antiglicacion de delfinidina y cloruro de cianidina; para ello usaron un modelo animal
(ratones diabéticos).

Con respecto a los resultados, la administracion libre a una concentracion de 100 mg/mL
de delfinidinay de cloruro de cianidina redujo la tasa de glicacion de la albimina a un 30,50 + 3,46
y 46,00 + 2,50% respectivamente, mientras que de manera encapsulada con cloruro de delfinidina
100 mg / kg a ratones diabéticos a las ocho semanas podria disminuir la tasa de glicacion de
albuminay HbAlc a 46,35+ 1,20y 3,60 + 0,25%, y con cloruro de cianidina podrian disminuir la
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tasa de glicacion de albumina y HbAlc a 55,56 + 1,32 y 4,95 + 0,20%. Finalmente, con los
resultados obtenidos, concluyeron que la forma liposomal de ambas moléculas podria usarse como
tratamiento de las complicaciones de la diabetes mellitus (Gharib et al., 2013).

Molina (2013), en su investigacion “Delfinidina estimula el consumo de glucosa a través
de la via de sefalizacion de PI3K/AKT”, analizd la accion de la delfinidina en el consumo de
glucosa por medio de la via PISBK/AKT, utilizando células adenocarcinoma colorrectal humana
(HT-29). El estudio lo dividio en dos fases; en la primera fase se estudid la citotoxicidad del
compuesto (delfinidina) en las células antes mencionadas; para ello, se utilizo el ensayo MTT,
posteriormente marcaje con IP. Los resultados de dicha fase fueron: a las 4 horas se observé que a
una concentracion de 50 y 100 uM de delfinidina todavia existia una alta actividad celular, a las 8
horas se obtuvieron los mismos resultados con la diferencia que la concentracion fue de 100 pM;
por Gltimo, a las 48 horas se pudo confirmar que en determinado tiempo la delfinidina comenzaba
a alterar las funciones celulares bésicas.

Mediante anélisis de western blot se estudio la actividad de la proteina AKt, donde se
observo una alta fosforilacion de dicha proteina a los 120 minutos de exposicion a una
concentracion de 50 uM de delfinidina, por lo que permite verificar que la delfinidina si estimula
esta via. Para poder determinar la concentracion de delfinidina con mayor actividad estimuladora,
se utilizé el mismo método; las concentraciones que se evaluaron fueron: 10 uM, 50 uM y 100
UM, Por medio de la técnica antes mencionada, se evalud la participacion de la via PI3K/Akt; en
este caso se utilizo el inhibidor LY294002, donde las células fueron expuestas por un periodo de
120 minutos al inhibidor y a una combinacion de inhibidor mas delfinidina 50 uM. Los resultados
obtenidos fueron: con el inhibidor solo no hubo actividad, mientras que con la combinacion se
pudo obtener una marcada fosforilacion. La investigadora sugiere, con los resultados obtenidos,
que esta actividad puede atribuirse a que la delfinidina podria incrementar el nimero de
transportadores de glucosa (GLUT-2) en la membrana celular de las células HT29; por ende,
aumenta el consumo intracelular de glucosa, disminuyendo las concentraciones de glucosa en el
medio (Molina, 2013).

Kato, Tani, Terahara y Tsuda (2015), en su investigacion “The anthocyanin delphinidin 3-
rutinoside stimulates glucagon-like peptide-1 secretion in murine GLUTag cell line via the
Ca2+/calmodulin-dependent kinase ii pathway”, proporcionan un posible mecanismo molecular de

secrecion de peptido similar al glucagon-1 (GLP-1) en celulas L intestinales mediado por
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antocianinas. Ellos plantearon que las antocianinas inducen la secrecion de la GLP-1, por lo cual
contribuye significativamente a la prevencion y el tratamiento de la diabetes. Segun los resultados,
mostraron que la delfinidina 3-rutindsido (D3R) aumenta la secrecion de GLP-1 en las celulas
GLUTag L murina (linea celular usada en el estudio). Ademas, estos mismos autores sugieren que
es esencial que la molécula posea tres hidroxilos o dos metoxilos en el anillo aromatico, para lograr
la estimulacién de la secrecién de GLP-1. Sin embargo, el residuo de rutinosa en combinacién con
tres hidroxilos en el anillo aromatico tiene un efecto méas potente. Ademas, sugieren que hay
movilizacion de Ca?* intracelular, el cual esta mediada por el receptor de inositol 1,4,5-trifosfato.
Finalmente, mencionan que esta respuesta podria estar mediada por el receptor acoplado a proteina
G40 (GPR40) e independiente de las vias cCAMP / PKA, PKC y MEK-ERK (Kato et al., 2015).

Mancini y Poitout (2015), en su trabajo “GPR40 agonists for the treatment of type 2
diabetes: life after “taking” a hit. Diabetes”, tenian el objetivo de brindar informacion de conceptos
previamente establecidos y nuevos relacionados con la farmacologia basica del receptor GPR40 y
la perspectiva de la posibilidad de desarrollar farmacos basados en el antes mencionado receptor,
como tratamiento en la diabetes mellitus tipo 2. Para el desarrollo de la investigacion, se basaron
segun los datos que recopilaron de estudios preclinicos y clinicos. Estos autores concluyeron que
se ha demostrado que la activacion de GPR40 mejora el control glucémico al estimular la secrecién
de insulina dependiente de la glucosa.

Hidalgo (2016), realizo su tesis doctoral “Delfinidina modula la homeostasia de la glucosa
a través del receptor GPR40 en células intestinales”, con el fin de explicar que el mecanismo de
accion por el que actua la molécula en la regulacion de la glucosa. El autor propone que dicho
mecanismo se debe a la activacion del receptor GPR40. Para medir los efectos, emple6 el modelo
animal ratones RF/J y C57BL6/J: la parte utilizada fue el yeyuno; ademas, uso lineas celulares
intestinales HT-29, Caco-2 y NCM460. Los ensayos realizados para determinar lo antes
mencionado fueron electrofisioldgicos en camara de Ussing, esto para evaluar el cotransportador
sodio-glucosa SGLT1 en intestino; captacion de analogos de glucosa radioactivos, con el proposito
de medir la captacion total de glucosa; por medio de fluorimetria determiné las concentraciones de
calcio intracelular Ca?*; en el AMPc intracelular utilizd western-blot. Finalmente, analizd la
activacion de la via proteina-quinasas en enterocitos.

Segun sus resultados, la delfinidina inhibi¢ la captacion de glucosa intestinal secundaria a

la activacion del receptor GPR40; ademas, afecta de manera inhibitoria en el transporte
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electrogénico de glucosa intestinal mediado por SGLT1. Asimismo, menciona que la sefializacién
intracelular posterior a la activacion involucra a AMPc y oscilaciones del Ca2+ citosdlico; de
manera extra, indujo la activacion de la via de quinasas PI3K/Akt por un mecanismo independiente
de GPR40. Finalmente, concluye que dicho mecanismo de accion local de la delfinidina sobre
células intestinales, mediado por el receptor GPR40, podria explicar en parte su efecto antidiabético
(Hidalgo, 2016).

Gowd, Jiay Chen (2017) realizaron la investigacion “Anthocyanins as promising molecules
and dietary bioactive components against diabetes -a review of recent advances”, con el objetivo
de encontrar hallazgos recientes sobre los efectos antidiabéticos de las antocianinas en varios
organos, enfocandose en las investigaciones donde se estudian el mecanismo celular y molecular,
involucradas en el efecto farmacologico de estas moléculas bioactivas. Los investigadores llegaron
a la conclusion de gque existen numerosos estudios, donde se comprueba que las antocianinas tienen
efectos farmacoldgicos beneficiosos como antioxidantes, antimutagénicos, antiinflamatorios y
angiogenicos; especialmente, tienen efecto sobre vias de sefializacion en multiples 6rganos y
tejidos; algunos de estos 6rganos son: higado, pancreas, rifidn, tejido adiposo, muasculo esquelético
y cerebro.

Con respecto al efecto en pancreas, las antocianinas protegen a las células 8, mejoran la
resistencia a la insulina, aumentan la secrecion de la insulina; en el higado, su accién permite
mejorar la funcidén hepética e inhibe enzimas que hidrolizan los carbohidratos. Finalmente,
mencionan que la funcidn antidiabética también se le puede atribuir a su efecto antioxidante; por
ello, estas moléculas son relevantes en nuevas terapias farmacoldgicas en la prediabetes y, por
consiguiente, en la diabetes mellitus tipo 2 (Gowd et al., 2017).

Han et al., (2018), en su investigacion “YH18968, a novel 1,2,4-triazolone g-protein couple
receptor 119 agonist for the treatment of type 2 diabetes mellitus”, trabajo con el objetivo de
identificar y evaluar un nuevo agonista del receptor GPR119, como un candidato terapéutico en la
diabetes mellitus tipo 2. Esta evaluacion la realizaron por medio de la sintesis de derivados de
1,2,4-triazolona (YH18968 y MBX2982) como agonista del receptor GPR119, y mediante métodos
in vivo se evalud el efecto terapéutico. Al utilizar la linea celular de ovario de hamster chino (CHO-
K1) por medio de esta, se evaluaron los niveles de adenosin monofosfato ciclico (AMPc), y la dosis
utilizada del derivado fue de 2,8 nM. En linea celular L murina GLUTag se utilizé para medir la

liberacién de insulina a una dosis de 0,1 nM. Ademas, se midieron la citotoxicidad a concentracién
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letal al 50% del derivado, empleando células beta de hdmster (HIT-T15), células L de raton
(GLUTag) y hepatocitos humanos (HepG2), y la farmacocinética usando ratones C57BL/6J
machos de ocho semanas de edad.

Los resultados de la evaluacion de la citotoxicidad se dieron con el primer derivado a una
concentracion de >100 uM en las tres lineas celulares; en cambio, para el segundo derivado se
utilizaron 34,0uM, 12,2uM y 15,9uM respectivamente en las lineas celulares. La citotoxicidad fue
menor con el primer derivado. En cuanto a la farmacocinética, se administrd via intravenosa y oral.
En via intravenosa, se observé que se absorbid rapido el primer derivado con un Tmax de 0,5h de
1 a 100 mg/kg; en cuanto a la via oral, se obtuvo que al aumento del primer derivado aumentaba la
dosis; sin embargo, no fue proporcional, pues la relacion fue de 1:0 10,0:100,0; en la concentracion
méaxima la relacion fue de 1,0:4,5:8,7; la biodisponibilidad disminuy6 drasticamente a medida que
aumentaba la dosis, con valores del 4,8 al 40,0% a una dosis de 1 a 100mg/kg. Finalmente, los
investigadores concluyeron que el agonista de GPR119 (YH18968) demostré un efecto terapéutico
en el control de glucosa en sangre, por lo que se considera un candidato terapéutico (Han et al.,
2018).

Delgado (2019) desarrolla una investigacion “Sintesis y evaluacion antidiabética de
hidantoinas y bioisosteros acidos” con el objetivo de disefiar, sintetizar y evaluar in silico e in vivo
la accion de los compuestos de hidantoina y bioisosteros acidos en dianas farmacolégicas GPRA40,
aldosa reductasa y PTP-1B. La sintesis de dichos compuestos se realizd con base en técnicas
espectroscopicas (RMN de H y C) y espectrocométricas (EM); con respecto a la evaluacion in
silico, se llevo a cabo por medio de herramientas quimioinforméticas, donde se obtuvieron datos
del acoplamiento a las dianas farmacoldgicas antes mencionadas; finalmente, para la evaluacion in
vivo solo se utilizaron los compuestos elegibles, mediante un consenso en modelo murino
experimental de diabetes no insulinodependiente.

Delgado concluye que las propiedades farmacoldgicas de los compuestos disefiados por
medio de la evaluacion in silico dos (THA-1 y THA-4) fueron legibles para ensayos in vitro e in
vivo, THA-1. Al analizarlos en modelo murino no insulino dependiente demostré que
disminuyeron las concentraciones de glicemia plasmatica tras las primeras horas de la
administracion Unica; por otro lado, THA-4 no tuvo tal efecto, debido a que necesitaba ser
biotransformado. Finalmente, la investigadora menciona que las herramientas quimioformaticas

brindan gran ayuda al evaluar posibles compuestos bioactivos (Delgado, 2019).
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Khalid, Abotaleb, Kubatka, Kajo y Busselberg (2019) realizaron la investigacion
“Flavonoids and their anti-diabetic effects: cellular mechanisms and effects to improve blood sugar
levels”, con el objetivo de resumir el conocimiento actual sobre los efectos antidiabéticos de los
flavonoides de la dieta y los mecanismos moleculares subyacentes en vias como: AMPK, PPAr Y
NF-kB. Los autores mencionan que la delfinidina se encuentra ampliamente distribuida en verduras
y frutas. En cuanto a los resultados, los cuales se obtuvieron por medio de estudios in vivo en
ratones diabéticos, se demostrd que la delfinidina a una concentracion de 100 mg/kg previene
lesiones de la funcion de las células endoteliales asociadas con la diabetes. Ademas, disminuye la
glicacion de hemoglobina glicosilada (HbA1c). Afaden que la actividad de la delfinidina en tejidos
y lineas celulares intestinales humanas lo hace a través del receptor GPR40. Los resultados de esta
revision, proporcionan un panorama positivo en la accion de estas moléculas en la diabetes
mellitus; sin embargo, los mecanismos de accion y efectos secundarios no estan esclarecidos, por
lo que, estos investigadores concluyen que es importante indagar mas sobre estos procesos.

Promyos, Temviriyanukul y Suttisansanee (2020), en su trabajo de investigacion
“Investigation of anthocyanidins and anthocyanins for targeting o-glucosidase in diabetes
mellitus”, analizaron la actividad de las antocianidinas sobre la enzima a-glucosidasa, por medio
de métodos computacionales de anclaje molecular. Los resultados obtenidos evidenciaron que las
antocianidinas inhiben a una concentracién de 4-55 uM de estas moléculas. La antocianidina que
presentd mayor inhibicion fue la delfinidina, mientras que la molécula con menor actividad fue la
malvidina. Ademas, sugieren que el efecto inhibidor de la delfinidina se podria considerar
mixto(reversible) en mayor proporcion del tipo inhibiciobn no competitivo; la constante de
inhibicion de esta actividad es de 78 nM.

También, los investigadores mencionan que las modificaciones en la molécula de la
delfinidina, ya sea afiadiendo un glucoésido en el carbono 3 (C3) del anillo C, disminuye
significativamente la actividad inhibitoria; mientras que afiadir un glucosido en el C3 del anillo C
y en el C5 del anillo A, anula la actividad inhibitoria. Los investigadores concluyeron que estas
moléculas pueden ser utilizadas para el tratamiento en la diabetes, tomando en cuenta la enzima a-

glucosidasa como blanco molecular (Promyos et al., 2020).
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Antecedentes Nacionales

Tras haber indagado en bibliotecas de diferentes centros universitarios nacionales, como:
Universidad Internacional de Las Américas, Universidad de Costa Rica, entre otros, y medios
digitales, no se logré encontrar estudios acerca del uso de los métodos in silico en los que evallen

el potencial mecanismo de accion de la delfinidina como tratamiento en la prediabetes.
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PROYECCIONES
Se pretende obtener una base de datos con anélogos de la molécula delfinidina, que cumplan
con las propiedades fisicoquimicas de un prototipo farmacoldgico.
Con la presente investigacion, se busca determinar el posible mecanismo terapéutico de los
analogos de la molécula delfinidina mediante herramientas computacionales de anclaje
molecular.
Se desea lograr una metodologia de sintesis quimica del analogo de la molécula delfinidina,

que cumpla con un perfil adecuado de candidato terapéutico en la prediabetes.
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CAPITULO II: MARCO TEORICO
Generalidades de la prediabetes

Pancreas y su funcién endocrina

El pancreas es una glandula en forma de pera, ubicada retroperitoneal, por detras del
estomago, a nivel de las vertebras lumbares 1y 2, proximal al bazo, higado, intestino delgado y a
la vesicula biliar. Mide alrededor de 15 a 23 cm de largo, 4 cm de ancho y 5 cm de grueso, y con
un peso aproximado de 70 a 150 g, el cual se divide en tres partes: cabeza, cuerpo y cola; la parte
de la cabeza se acopla al duodeno y la cola con el bazo. Esta glandula cumple con dos funciones
principales: la exocrina y la enddcrina; se encuentran separadas por una capsula conectiva y por
células gliales (Segarra, 2006).

Figura 1. Ubicacion anatomica del pancreas
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Nota: Winslow (2009).

Con respecto a la funcion exocrina, conforma el 80% del volumen del pancreas, y se

encarga de la digestion, ya que sus células sintetizan enzimas involucradas en estos procesos; por
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ejemplo, las lipasas y amilasas responsables de metabolizar &cidos grasos y proteinas. También,
regula el pH del quimo que proviene del duodeno (Segarra, 2006). Ademas de la funcion antes
mencionada, el pancreas exocrino es el encargado de producir el jugo pancreatico, que debe ser
alcalino, con el fin de regular el medio para una buena accion enzimatica, siendo fundamental en
el proceso digestivo (Sastre, Sabater y Aparisi, 2005).

La funcion endocrina esta conformada por los islotes de Langerhans (Figura 2), que son
agrupaciones ovoides de células, y se encuentran dispersados por el parénquima pancreatico; sin
embargo, predominan en la parte de la cola del pancreas. Contienen varios tipos de células, y de
estas las tres principales: células alfa (o), encargadas de secretar glucagon, beta (B), que secretan
insulina, y delta, las cuales secretan la somatostatina; estas hormonas son secretadas directamente

al torrente sanguineo (Grossman, 2014).

Figura 2. Islote de Langerhans
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Nota: Grossman (2014, p. 2524).

El pancreas endocrino conforma el 1-2% de la masa total; ademas, posee alrededor de uno
a dos millones de islotes de Langerhans. Son altamente irrigados y se asocian con capilares donde
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se vierten las hormonas que se sintetizan; la manera en que se encuentran acomodadas permite que
haya un control paracrino de su secrecién (Gal, Lépez, Martin y Prieto, 2007). El flujo sanguineo
proveniente de los islotes se excreta en la vena porta del higado; esto la diferencia de los demas
organos endocrinos (Grossman, 2014).

Las células B son las mas comunes, y comprenden un 60-75% del total de células que
integran a los islotes; estas se encuentran en el centro rodeadas por las a. Las células B en su
citoplasma contienen granulos de insulina, la cual es sintetizada por ribosomas que se adhieren al
reticulo endoplasmatico de las células B, y son transportadas hacia el aparato de Golgi para ser
empacadas en granulos con vesiculas; finalmente, se excreta por medio de exocitosis (Barrett,
Barman, Boitano y Brooks, 2013).

Las hormonas secretadas son de caracter polipeptidico, las cuales tienen funcion reguladora
del metabolismo de carbohidratos, proteinas y lipidos. Sus funciones principales se dividen en
cuatro: asegurar el almacenamiento correcto de los alimentos ingeridos en forma de
triacilglicéridos y glucdgeno, movilizar las reservas energéticas cuando exista un estimulo de falta
de alimento, aumento en la actividad fisica o en situaciones estresantes, estabilizar las
concentraciones de glucosa plasmatica; por Gltimo, favorecer el crecimiento (Laserna y Rocha,
2011).

Regulacion secretora de la insulina y su actividad en el metabolismo de
carbohidratos
La insulina es una hormona polipeptidica de caracter anabdlica, la cual esta formada por

dos cadenas lineales unidas por medio de puentes disulfuro (Figura 3). Como previamente se
menciono, se sintetizan en las células B y para que la insulina llegue a circulacién sanguinea debe
pasar por diversas estructuras como ldmina basal y capilares. Debido a su origen polipeptidico, la
insulina se sintetiza como prehormona; por ello, necesita ser biotransformada por medio de la
pérdida de un péptido sefializador de 23 aminoacidos, dando paso a la formacion de los enlaces de
disulfuros, y a la pérdida del péptido conector (péptido C) antes de su secreciéon (Barret et al.,
2013).
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Figura 3. Representacion estructural de la insulina
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Nota: Grossman (2014).

Normalmente, la glucosa es captada por la célula B por medio del transportador de
membrana GLUT-2. A nivel intracelular la glucosa es fosforilada para que no salga de la célula 'y
participe en la glucolisis, proceso importante, ya que al finalizar se obtiene adenosintrifostato
(ATP) necesario para un buen funcionamiento. La relacion de ATP/ADP permite regular la salida
de insulina preformada, porque al incrementar ATP induce cierre de canales de potasio, por lo que
habrd menor salida de potasio, lo que produce una despolarizaciéon de la membrana, abriendo
canales de calcio, y esto induce la secrecion de insulina (Baynes y Dominiczak, 2014).

La secrecion de insulina es estimulada en primera mano, debido a cambios en las
concentraciones de glucosa en circulacion sanguinea; se considera el estimulo mas potente por ser
la fuente primaria de energia metabdlica. Los islotes de Langerhans responden a estos cambios, ya
que reciben diez veces mas sangre y tienen contacto directo con capilares. La cantidad diaria de
secrecion de insulina en promedio es de 287 nmol. No obstante, la glucosa no es la Gnica que induce

secrecion de insulina, sino que existen otros secretagogos como &cidos grasos, aminoacidos,
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hormonas, incretinas, gradientes electroquimicos de cationes calcio y potasio, entre otros (Montero,
Rodriguez, Rodriguez y Nifio, 2020).

El proceso por el cual se da la secrecion de la insulina es dependiente a los niveles de
glucosa circulante, como anteriormente se menciond. La entrada de glucosa, a las células f
pancredticas, desencadena una serie de reacciones metabdlicas que finalizan en la produccion de
ATP y ADP; estos, a su vez, estimulan la apertura o el cierre de canales, como es el caso de los
canales de potasio. Este cierre de canales de K* inducen la despolarizacion en la membrana
plasmatica, provocando la apertura de canales de calcio dependientes de voltaje. Debido a este
proceso, las concentraciones de calcio citosolico aumentan, induciendo al proceso de exocitosis de
vesiculas con el de insulina, al promover la fusion de estos a la membrana plasmatica (Mancini y
Poitout, 2015).

La secrecion de la insulina se da en dos fases, por lo que se dice que este proceso es bifasico.
La primera fase ocurre de manera rapida y transitoria; esto se podria explicar por el hecho de que
existan vesiculas pre-acopladas a la membrana plasmatica; en cambio, en la fase dos, ocurre de
manera lenta y prolongada, debido a que necesita movilizar las vesiculas intracelulares del
reservorio hacia la membrana plasmatica, y esto requiere cambios en el citoesqueleto de la célula
(Mancini y Poitout, 2015).

La funcidn neta de esta hormona es estimular el almacenamiento de carbohidratos, proteinas
y lipidos, por lo que posee diversos efectos, los cuales se clasifican segun el tiempo de inicio al
efecto, y se clasifica en rapida, intermedia y tardia (Tabla 1). Sin embargo, el mas conocido es el
efecto hipoglucemiante. La accion sobre carbohidratos, principalmente, es el ingreso de la glucosa
a las células, primordialmente en musculares y adiposas; la deficiencia o ausencia de la insulina

afecta de primera mano a las células antes mencionadas (Barrett et al., 2013).
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Tabla 1. Acciones principales de la insulina
Rapida (segundos)
Mayor transporte de glucosa, aminoacidos y potasio en células sensibles a la insulina
Intermedia (min)
Estimulacion de la sintesis de proteinas
Inhibicién de la desintegracion de proteinas
Activacion de enzimas glucoliticas y la glucégeno sintasa
Inhibicién de la fosforilasa y de enzimas gluconeogénicas
Tardias (horas)
Aumento de la concentracion de mRNA para las enzimas lipdgenas y de otro tipo
Nota: Barrett et al., (2013, p. 434).

La insulina actda directamente sobre el metabolismo de la glucosa en diversos tejidos,
esencialmente a nivel de higado, donde inhibe la glucogendlisis y la gluconeogénesis, ademas de
estimular la sintesis de glucagon; por ello, aumenta la utilizacién de la glucosa. En cuanto al
musculo, el almacenamiento ocurre lentamente, promueve la migracion de los transportadores
Glut-4, los cuales se encuentran almacenados en vesiculas, facilitando la captacién de glucosa, y
estimula la sintesis de glucégeno y glucolisis. Otro tejido en el que se encuentra es el adiposo; la
diferencia es que la glucosa no se almacena como glucdgeno, sino que lo hace como glicerol (Ritter
et al., 2020).

El efecto de la insulina sobre la diana molecular se produce si previamente existe una union
a su receptor en la membrana plasmatica; este receptor es de caracter heterotetramero (Figura 4),
el cual posee dos unidades simétricas conectadas por puentes de disulfuro. La subunidad o del
receptor de insulina, corresponde a una proteina extracelular, y la subunidad  es una proteina de
transmembrana que acopla la union extracelular con las acciones intracelulares. Al activarse la
subunidad a debido a la unién de esta con la insulina, induce la activacion de la subunidad B,
iniciando la autofosforilacion (unién de fosfato a residuos de tirosina de la porcion intracelular del
receptor) (Gal et al., 2007).
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Figura 4. Esquema representativo del receptor de insulina y sus efectos
al activarse
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Nota: Gutiérrez, Roura y Olvidares (2017, p. 217).

El proceso antes descrito, induce que se active el dominio enzimatico (tirosinquinasa) del
receptor. Diversas enzimas intracelulares seran fosforiladas, por lo que el efecto neto de estas
fosforilaciones es poder inducir a la activacion de algunas enzimas y factores de transcripcion, asi
como la inactivacion de otras proteinas, para dirigir de este modo la maquinaria metabdlica
intracelular y producir los efectos deseados; estos efectos se dan principalmente en momentos de
alimentacion (Gal et al., 2007).

El efecto de la insulina sobre el metabolismo de los carbohidratos, principalmente, se
expresa en facilitar el transporte de la glucosa al interior de las células adiposas y musculares, por
lo que las concentraciones de glucosa en sangre disminuyen. EI mecanismo de transporte de la
glucosa varia segun el tejido; por ejemplo, en el adipocito y en la fibra muscular ingresa por medio
de difusion facilitada, a través de transportadores GLUT4. Ademas, la accion sobre el metabolismo

de carbohidratos se potencia por medio de activacién de la enzima glucdgeno-sintasa e inhibicién



36

de glucdgeno fosforilasa, ademas de las enzimas de la glucolisis, favoreciendo el almacenamiento
y su uso de glucosa (Calderon, 2007).

La insulina aumenta la cantidad de transportadores; estos transportadores de glucosa se
nombran como transportadores GLUT, los cuales se encargan del transporte por difusion facilitada,
se localizan a través de las membranas celulares, mostrando dentro de las células sus terminaciones
amino y carboxilo terminal (Tabla 2). Se diferencian de otros al no depender de electrolitos como
el sodio (Na+). Uno de los transportadores mas relevantes es el GLUT-4, ya que su expresion es
dependiente de insulina; este receptor es el que se utiliza para el transporte al tejido muscular y al

tejido adiposo (Patifio y Echeverri, 2006).

Tabla 2. Principales transportadores de glucosa en mamiferos

Clasificacion Funcion Sitios principales de expresién

Cotransportador de Nal-glucosa

SGLT1 Absorcién de glucosa. Intestino  delgado, tdbulos
renales.
SGLT 2 Absorcion de glucosa. Tubulos renales.

Difusion facilitada

GLUT 1 Captacion de glucosa. Placenta, barrera
hematoencefélica, encéfalo,
eritrocitos, rifiones, colon y

otros Grganos.

GLUT 2 Sensor de glucosa por la célula
B.
GLUT 3 Captacion basal de glucosa. Encéfalo, placenta, rifiones y
otros Grganos.
GLUT 4 Captacion de glucosa Miocardio y musculo de fibra
estimulada por insulina. estriada, tejido adiposo y otros

tejidos.

GLUTS5 Transportador de fructosa. Yeyuno, semen.
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Nota: Elaboracion propia, adaptada de Barrett et al., (2013, p. 435).

Fisiopatologia de la prediabetes

La prediabetes se define como el primer evento o situacion de riesgo de padecer DM2 y
complicaciones vasculares en personas con tolerancia a la glucosa alterada (TGA), o glicemia en
ayunas alterada (GAA), y en la mayoria de los casos se acompafia de factores como la obesidad,
dislipidemia, entre otros. Este periodo se da como resultado de diversas alteraciones que convergen
en una disfuncidn de las células B pancreéticas. Esta disfuncion da como resultado una disminucion
de la respuesta secretora inicial de la insulina; por ende, incrementa los niveles de glucosa y otros
nutrientes. También, puede inducir un aumento de la secrecion de insulina en respuesta a la
hiperglicemia posprandial mantenida, resultante de la deficiente incorporacion de glucosa a la
celula, a consecuencia de la resistencia de los tejidos a la accion de la insulina, y puede presentarse
de manera aislada o simultdneamente (Gonzéles, Buchaca y Licea, 2011).

Los procesos fisiopatoldgicos involucrados en prediabetes (Figura 5) son similares a la
DM2, caracterizandose por la resistencia a la insulina (IR), siendo este un factor importante en la
disminucion en la tolerancia de la glucosa. La tolerancia a la glucosa se encuentra disminuida en
la diabetes, debido a la menor entrada de glucosa a las células de musculo estriado, liso y miocardio;
ademas, disminuye la captacién de la glucosa en higado. Sin embargo, la absorcién intestinal de
glucosa no se ve interrumpida, al igual que la captacion en cerebro y eritrocitos (Alcivar y Castro,
2007).

Figura 5. Procesos fisiopatol6gicos presentes en la prediabetes
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Nota: Brannick y Jack (2018).

La sobreproduccion de acidos grasos libres, los cuales a su vez inducen la sintesis de
moléculas intermediarias como ceramidas y diacilglicerol (DAG), aunada a la deficiente
eliminacion de estos intermediarios, se consideran como causantes de inducir resistencia a la
insulina en musculo esquelético. Esto se debe a que en el caso del DAG activa la fosforilacion de
serina quinasa, la cual inhibe la transduccidn de sefiales del sustrato del receptor de insulina 1 (IRS-
1), mientras que las ceramidas alteran la sefializacion de la insulina por Akt, disminuyendo la
utilizacion de la glucosa (Huang, Liu, Guo y Su, 2018).

La resistencia a la insulina (Figura 6) en musculo esquelético sucede antes de que las
hiperglucemias sean evidentes; los efectos son similares a lo que sucede en otros tejidos; existe una
disminucion de la captacion de glucosa por insulina, traduciéndose en sefializacion erronea de
insulina y efectos a nivel intracelular, como una alteracién en el transporte de glucosa, reduccion
de la fosforilacion y oxidacion de la glucosa, asi como la sintesis de glucégeno; no obstante, los
procesos fisiopatoldgicos de esta anomalia pueden explicarse en que esté asociada con la obesidad
y el sindrome metabdlico. EI metabolismo alterado de los acidos grasos, como se menciona

anteriormente, es fundamental en el proceso fisiopatologico (Abdul-Ghani y DeFronzo, 2010).

Figura 6. Diagrama de los procesos fisiopatol6gicos hacia la resistencia a la

insulina
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Nota: Gutiérrez et al., 2017 (p. 217).

Otro factor que se ha estudiado es la disminucion anormal de la accién de las incretinas, la
cual juega un papel importante en la secrecion de insulina; ademas de procesos inflamatorios
debido a la expresion aberrante de citocinas proinflamatorias, asi como una disminucién de

glucagon por las células a (Brannick y Jack, 2018).

Diagnostico de la prediabetes
Existe un consenso sobre los criterios de diagnostico para la prediabetes; dentro de estos el
mas relevante es el ITG, debido a que es altamente sensible en incidencia de DM. Los primeros
cuatro criterios se miden por medio de examenes de laboratorio (Tabla 3); esto se debe a que la

mayoria no presenta sintomatologia.

Tabla 3. Datos diagnésticos para prediabetes

Criterio Valor

HbAlc 5,7% a 6,4%

Tolerancia a la glucosa 140 a 199 mg/dL

Glucosa en ayunas 100 a 125 mg/dL o con tratamiento por

hiperglicemia crénica
Circunferencia de cintura elevada =90 cm en hombre y = 80 cm en mujeres
Triglicéridos elevados 2150 mg/dL o con diagnéstico de
hipertrigliceridemia con tratamiento
HDL-Colesterol disminuido Menor de 40 mg/dL en hombres o con
tratamiento, y 50 mg/dL en mujeres o con
tratamiento
Presion arterial elevada 2130/ = 85 mmHg o personas con tratamiento

antihipertensivo

Nota: Modificado de Caja Costarricense de Seguro Social. Guia para la atencion de las

personas diabéticas tipo 2. (2007, p. 19).
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Complicaciones asociadas a la prediabetes

La prediabetes se asocia directamente con enfermedades cardiovasculares, inclusive antes
de progresar a DM; por lo que se considera un factor de riesgo a padecer enfermedades
macrovasculares. Principalmente se relaciona con la arterosclerosis: esto se debe a que los niveles
de fibrindgeno y proteina C reactiva se encuentran altos, los cuales son proaterogénicos. Entre las
principales complicaciones estan la enfermedad arterial coronaria y la falla diastolica cardiaca
(Zand, Ibrahim y Patham, 2018).

Segun los resultados de un metaanalisis basado en 35 estudios, concluyeron que hay
relacién del infarto de miocardio, insuficiencia cardiaca congestiva, enfermedad de las arterias
coronarias y aterosclerosis con la prediabetes. Sin embargo, si se interviene temprano la
prediabetes, se disminuye la rigidez arterial, por lo que puede disminuir las probabilidades de
presentar las complicaciones. Otra patologia con la que se relaciona la prediabetes es la enfermedad
vascular periférica; no obstante, el proceso por el que afecta no se tiene esclarecido, pero se le
atribuye a la dislipidemia, ademas de la presencia de marcadores proinflamatorios (Brannick y
Jack, 2018).

Los pacientes con prediabetes tienen mayor riesgo de presentar alteraciones metabdlicas,
lesion vascular, como dislipemia, hipertension, hiperinsulinemia, y eventos vasculares previos al
diagndstico de diabetes. El riesgo de presentar retinopatias, en comparacion con pacientes con DM

diagnosticada, es casi similar (Gonzéles et al., 2011).

Tratamiento farmacoldgico y no farmacolégico para la prediabetes

El tratamiento no farmacoldgico para la prediabetes se enfoca en mejorar la calidad de vida
de los pacientes, desde la salud mental y fisica, con el fin de disminuir el riesgo de progresion hacia
la DM2. Algunas recomendaciones estipuladas en la guia costarricense para la atencion de la
persona con DM2, es fomentar la actividad fisica y el autocuidado. El tiempo que se recomienda
en personas adultas y adultas mayores es de al menos 30 minutos (min) diarios, mientras que los
nifios y jovenes requieren 60 min diarios (Caja Costarricense de Seguro Social (CCSS), 2020).

Los beneficios de realizar estas actividades incluyen cambios en la apariencia fisica, que se
debe a la disminucién del peso y talla, ademas de disminucién de grasa (lipidos) y disminucién del
grado de estres. Otros beneficios son: mejora en la eficiencia de la insulina, disminucion de la

glucemia, debido a que, al realizar actividad fisica, se consume glucosa, hay disminucion del
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sobrepeso y obesidad, se reduce el riesgo en un 50% de padecer DM, se disminuye el riesgo de

morir por enfermedades cardiacas y cardiovascular, se previene y se controla la hipertension

arterial (HTA), entre otros. Algunos componentes para adaptar a la condicién fisica (Tabla 4) (Caja
Costarricense de Seguro Social (CCSS), 2020).

Ejercicio

Aerdbico

Anaeroébico

Flexibilidad

Tabla 4. Frecuencia, intensidad, tiempo y ejercicios para la poblacion general

Frecuencia  Intensidad Tiempo Tipo Recomendacion
Diario (min)

Minimo tres Baja a 30 min en Caminataencalleo Eltiempo entre

veces por moderada @ adultos. caminata, trote. sesiones no

semana 60 min en | Maquinas elipticas debe
jovenes y nifos. sobrepasar las
48 horas.
Cada sesion

debe durar un
minimo de 10-
15 minutos.

Utilizar calzado

adecuado y
vestimenta
apropiada.
Revisar
constantemente
los pies.
Minimo dos Baja a 30 min adultos Ejercicios con peso Priorizar el
veces por moderada. corporal, ligas, trabajo de
semana. 60 min niflosy  maquinas y peso grandes
jovenes. externo. musculaturas.
Saltar.
Minimo tres Baja. Estiramiento de Ejercicios Se debe realizar
veces por 10 a 20 min. especificos diariamente,
semana. para musculos y  incorporando

para articulaciones @ ejercicios dentro



Equilibrio y
coordinacio

n.

Minimo tres
veces por

semana.

Baja a

moderada.

Inmerso en las
actividades
diarias y rutinas

de ejercicio.

(para estirar cuello,
brazos, piernas y
tobillos).

Caminar, bailar,
andar en bicicleta,

correr
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de las
actividades
cotidianas o de
la rutina de
ejercicio
aerébico o
anaerobico,
tanto en la fase
inicial como en
la final de
recuperacion.
Se debe evitar
el rebote; al
estirar de
manera
pausada y sin
exigir los
movimientos.
Se deben
realizar
diariamente,

incorporando

ejercicios dentro

de la rutina de
ejercicio
aerébico o
anaerobico.
Se deben
realizar
ejercicios de
equilibrio y

coordinacion,

con calzado que
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brinde buena
estabilidad.

Nota: Elaboracion propia, adaptada de Caja Costarricense de Seguro Social -CCSS- (2020).

Guia para la atencién de la persona con diabetes mellitus tipo 2.

La metformina es la biguanida mas utilizada en el mundo; tiene accion en la regulacion de
la glucemia en pacientes con DM. Su accion farmacologica la realiza mediante el incremento de la
actividad enzimatica proteina quinasa activada por monofosfato de adenosina (AMPK), inhibe la
glucdlisis aerébica en musculo esquelético y favorece la glucélisis anaerdbica, resultando en el
aumento del consumo de glucosa en musculo esquelético; mientras, a nivel hepatico, inhibe la
gluconeogénesis. Clinicamente, la metformina reduce la resistencia hepatica a la insulina,
mejorando la sensibilidad de insulina en tejidos periféricos. La diferencia de este farmaco es que
no induce a la hipoglucemia, debido a que no tiene accion en el proceso de secrecion de insulina
(Hernéndez et al., 2011).

Con respecto a la via de eliminacion, la metformina se elimina en un 90% por via renal y
un 10% en heces, por lo que se debe tener cuidado en pacientes con enfermedad renal, ya que puede
ser consecuencia de la DM. Segun datos de la FDA, este farmaco esta contraindicado en pacientes
con tasa de filtracion glomerular (TFG) por debajo de 30 mL/min/1,73 m? (Navarro y Hao, 2018).

Datos obtenidos de estudios como Diabetes Prevention Program (DPP), Ensayo clinico
STOP, XENDOS, TRIPOD, PIPOD, DREAM y ACT-NOW, recompila informacién importante
sobre el tratamiento farmacoldgico en la prediabetes, entre ellos estdn metformina (ensayo DPP),
acarbosa (ensayo STOP), orlistat (XENDOS) y glitazonas (TRIPOD, PIPOD, DREAM y ACT-
NOW). Los investigadores mencionan que la metformina a una concentracién de 850 mg/ dos
veces al dia reduce en un 31% la tasa de incidencia de DM. Con respecto al farmaco acarbosa, el
cual reduce en un 25 % la incidencia de DM, un 28% mantuvo la intolerancia a la insulina y un
32.7% evoluciond a diabetes; sin embargo, acarbosa si disminuy0 la probabilidad de desarrollar
complicaciones. Segun los datos obtenidos sobre orlistat en pacientes obesos (IMC >32),
disminuye en un 45% la incidencia a la diabetes. Los estudios se realizaron con diferencias de
tiempo (3 afios, 4 afos). En cuanto a los estudios PIPOD y TRIPOD, respaldan los efectos de

tiazolinedionas (TZD), o también conocidas como glitazonas, que tienen un efecto farmacoldgico
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importante como preventivos de diabetes, con un nivel de hasta el 82% anunciado recientemente
para la Pioglitazona; sin embargo, promueven la ganancia de peso, el cual podria ser
contraproducente (Friege et al., 2009).

Uno de los inhibidores de a-glucosidasa mas empleado como tratamiento en pacientes con
DM es la acarbosa; esta es una pseudotetrascatido con accion inhibitoria competitiva de la enzima;
se indica como tratamiento inicial después del diagndstico o cuando no se cambia el estilo de vida.
La acarbosa inhibe mayormente en la parte proximal del intestino, provocando una menor
absorcion de carbohidratos; usualmente se puede combinar con otros antidiabéticos, con el fin de
obtener mejores resultados en el control de la glucemia (Juan, 2016).

Para un abordaje terapéutico adecuado de la prediabetes es necesario considerar dos fases
terapéuticas. La fase 1 corresponde al programa de modificacion en el estilo de vida, donde se
considera de 6 meses maximo, 12 meses como lapso adecuado de tiempo para evaluar la efectividad
de dicha terapia. En esta fase se evalUa: pérdida de peso (minimo 5% del peso original), indicadores
metabdlicos (glucosa en ayunas, entre otros), siendo estos indicadores los mas importantes a
evaluar el progreso hacia la DM. En cuanto a la fase 2, que corresponde al programa
complementario con farmacoterapia (Tabla 5), actualmente no se reportan ensayos clinicos donde
se evallen ambas fases simultdneamente, por lo que se deja a criterio segun lo obtenido en la fase
1; si el paciente no muestra disminucion en niveles de glucemia, se considera necesario
complementar el tratamiento fase 1 con fase 2. Otro indicador que permite justificar la combinacion

de terapias es si el paciente presenta otras patologias, como la obesidad (Friege et al.,2009).

Tabla 5. Farmacos recomendados en el tratamiento de prediabetes

Farmaco Dosis (rango)

Pioglitazona 15-45 mg/ dia

Rosiglitazona 2-8 mg/ dia

Metformina 500-2550 mg/ dia

Acarbosa 50-100 mg con cada alimento
Orlistat 120 mg con cada alimento

Nota: Friege et al., (2009, p. 156).
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Diabetes mellitus tipo 2 como consecuencia de prediabetes

La DM2 hace referencia a un grupo de trastornos metabdlicos que tienen en comun el estado
de hiperglucemia (Figura 7), los cuales afectan directamente el metabolismo de los carbohidratos,
las proteinas y las grasas, que deriva de un desequilibrio entre la disponibilidad y los requerimientos
de insulina. Los factores que contribuyen al desequilibrio incluyen la reduccion de la secrecion de

la insulina, la disminucion del uso de la glucosa, y el aumento de la sintesis de glucosa (Grossman,

2014).
Figura 7. Patogénesis de la DM tipo 2
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Nota: Grossman (2014, p. 2538).

Los pacientes con DM2 tienen una menor capacidad de transportar la glucosa hacia el
interior de las células, principalmente en células adiposas y musculares; esto induce que las células
del organismo sufran inanicién, por lo que se incrementa la degradacion de grasas y de proteinas
en un intento de obtener combustibles alternativos (Grossman, 2014).
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Uno de los factores que inducen a DM2 es el caracter genético. Los pacientes cuyos
progenitores presentan DM2, tienen un 40% de riesgo de padecer esta patologia. Esta enfermedad
se diferencia de la diabetes tipo 1 (DM1), debido a que en esta existe ausencia absoluta de insulina
por “degradacion” de células B. La disfuncion de las células B no esta establecida; sin embargo, se
cree que inicialmente hay una disminucion de la masa de dichas células, relacionada con factores
genéticos o prenatales, incremento de la apoptosis, entre otros mecanismos (Grossman, 2014).

La DM2 en el pancreas mantiene una hiperactividad, debido a las concentraciones altas y
constantes de glucosa en sangre. Esto induce una secrecion de insulina elevada para conservar la
glucemia. Los pacientes con DM2 presentan niveles elevados de glucosa y resistencia a la accion
de la insulina en los tejidos periféricos. En la DM2 las células 3 tienden a estar sanas; sin embargo,
el 10 al 20% de las personas presenta una deficiencia de las células § en adaptarse, lo cual produce
un agotamiento celular, con reduccidn en la liberacién y almacenamiento de insulina (Cervantes y
Presno, 2013). En la patologia de la DM2 no ocurre destruccion autoinmunitaria de las células B,
como en el caso de la DM1 (Grossman, 2014).

El dafio de estas células se debe a procesos como la hiperactividad de las células B; esto
ocurre debido a la necesidad de contrarrestar el proceso de la resistencia de los tejidos a la insulina,
que es uno de los principales mecanismos fisiopatoldgicos de esta patologia; este proceso y otros
promueven el dafio de estas células (Grossman, 2014).

Se ha encontrado que uno de los procesos fisiopatoldgicos es la isquemia pancreatica,
debido a que los islotes de Langerhans son altamente vascularizados, la pérdida de flujo se traduce
en un reducimiento de los suministros esenciales (nutrientes y oxigeno); se ha demostrado que en
pacientes delgados y obesos con DM2 la vascularizacion del pancreas esta disminuida, atribuyendo
dicho efecto a una isquemia progresiva en el pancreas, debido a la presencia de placas ateromatosas
situadas en las arterias colaterales. Estos datos se han verificado por medio de estudios post mortem
en pacientes con DM2; lo anterior contribuye al deterioro de los islotes, induciendo menor
secrecion de insulina (Hernando, 2011).

Pruebas diagnésticas de DM2

Las pruebas diagndsticas de la DM en general se realizan por medio de pruebas de

laboratorio, las cuales cuantifican las concentraciones de glucosa en sangre. Debido a que la

mayoria de los pacientes no conocen que padecen DM, el diagndstico se da en etapas tardias; sin
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embargo, existe cierta poblacién a las que se deben realizar dichas pruebas: la poblacion mayor de
45 afios 0 méas, menores de edad con obesidad (Grossman, 2014).

El andlisis de sangre se realiza con mayor frecuencia; es utilizado como diagnostico, asi
como métodos de control. La hemoglobina glucosilada (AC1 o HbA1c) se utiliza como prueba de
control de la glucemia en el tiempo, es relevante, ya que permite conocer realmente como se ha
comportado la glucemia en el paciente. Por lo anterior, es importante conocer la relacion entre A1C

y los valores de glucemia (Tabla 6) (Grossman, 2014).

Tabla 6. Relacion hemoglobina A1C y glucosa plasmética promedio

Glucosa plasmatica promedio
Hemoglobina A1C (%)
mg/dL mmol/L

6 126 7

7 154 8,6

8 183 10,2

9 212 11,8

10 240 13,4

11 269 14,9

12 298 16,5

Nota: Grossman (2014, p. 2545).

La glucosa plasmatica preprandial (GPP) es la prueba con mayor uso para el diagndstico
siempre y cuando se pueda tomar la muestra del paciente en ayuno. Los valores menores a 100
mg/dL (5,6 mmol/L) son considerados como de rango normal; las concentraciones entre 100 mg/dL
-125 mg/dL (5,6 mmol/L y 6,9 mmol/L) son anémalas, y se considera que se tiene diabetes si los
valores son iguales 0 mayores a 126 mg/dL (7 mmol/L). Con respecto a la intolerancia a la glucosa,
esta se realiza por medio de la prueba de tolerancia oral a la glucosa (PTOG), que cuantifica la
capacidad de almacenar la glucosa sanguinea. Dicha prueba se realiza al ingerir dosis concentradas
de 75 g de glucosa con intervalos de 1hy 2h. Si se da un aumento de glucosa en sangre mayor y se

mantiene por mas de 3 h, es un indicio de resistencia (Grossman, 2014).
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En los ultimos afios, se han utilizado farmacos orales (Tabla 7) como la metformina

(biguanidas), sulfonilureas, inhibidores de las alfa-glucosidasa intestinales, meglitinidas y

medicamentos con efecto incretinas (Hernandez, A. et al., 2011).

Familia de

farmaco

Ejemplo
Administracio
n

Mecanismo

de accion

Efecto sobre

el peso

Efectos
adversos

importantes

Tabla 7. Resumen de los antidiabéticos prescritos habitualmente

Agonista de Biguanida.
GLP-1

Exenatida. | Metformina.

Inyeccién Oral.

subcutanea
Aumenta la
captacion de
glucosa,
reduce la
gluconeogénes
is.

Pérdida de Pérdida de

peso. peso.

Acidosis

lactica.

Sulfonilurea.

Glibenclamida.
Oral.

Estimula la
secrecion  de
insulina y
reduce la
glucosa
plasmatica.
Aumento  de
peso.

Hipoglucemia.

Nota: Page (2019, p. 97).

Tiazolidinadio
nas.
Pioglitazona.
Oral.
Aumenta la
sensibilidad a
la insulina.
Aumento de
peso.

Riesgo de
edema,

fracturas y
cancer de

vejiga.

Inhibidores
de la DPP-
4.
Sitagliptina.
Oral.

Estimula la
secrecion
de insulina,
potencia
incretinas
enddgenas.
Efecto
neutro
sobre el
peso.

Pancreatitis.

Los inhibidores de la dipeptidil peptidasa-4 (DPP-4) constituyen otra alternativa de

tratamiento en pacientes con DM. DPP-4 es una glicoproteina de transmembrana; los farmacos que

inhiben su accion lo hacen de manera competitiva. La relevancia en la DM se debe a que su

activacion induce la inhibicion de las incretinas GLP-1, por medio de hidrolisis. Las incretinas
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GLP-1 tienen varios efectos, y estos depende del sitio donde se encuentre; por ejemplo, a nivel de
pancreas aumenta la sintesis de insulina, disminuye la sintesis de glucagén, aumenta la
proliferacion de células B y, ademas, disminuye la apoptosis de estas, y en musculo aumenta la
entrada de glucosa, por lo que fomenta que se almacene; los efectos antes mencionados respaldan
la importancia de este grupo de farmacos (Juan, 2016).

Otros farmacos ampliamente utilizados son las sulfonilureas; estas actdan estimulando la
secrecion de insulina, por medio de la estimulacion directa en células B pancreaticas, al bloguear
canales de ATP-dependientes e impidiendo el flujo de potasio hacia el interior, lo que provoca la
despolarizacion de la membrana, abriendo canales de calcio, siendo esto el responsable de la
exocitosis de la insulina. La desventaja de estos farmacos es que pueden inducir hipoglucemia si
no se ajusta la dosis. Finalmente, los analogos de la GLP-1; como se mencion0 con anterioridad,
estos tienen diversos efectos, y los mas relevantes son: mejora la sensibilidad a la insulina,

incremento de la entrada de glucosa a tejido muscular y adiposo (Juan, 2016).

Complicaciones de la diabetes mellitus tipo 2

Las complicaciones causadas por la DM2 se clasifican en agudas y cronicas. Algunas de
las complicaciones crénicas (Tabla 8) se pueden padecer de manera individual o en combinacion;
sin embargo, la mayoria de los pacientes con DM2 presentan ambos tipos de complicaciones antes
de ser diagnosticados, por lo que no se les puede brindar una terapia preventiva. En el caso de las
complicaciones agudas, comprende la cetoacidosis diabética (CAD), el sindrome hiperglucémico
hiperosmolar (SHH) y la hipoglucemia; todas estas condiciones afectan de manera importante la
salud del paciente, por lo que se deben reconocer de manera inmediata para su correspondiente
tratamiento (Ebnezar, 2012).

Tabla 8. Complicaciones cronicas de la diabetes

Complicaciones macrovasculares Complicaciones microvasculares
Enfermedad vascular cerebral Neuropatia diabética
Enfermedad de las arterias coronarias Retinopatia diabética
Enfermedad arterial periférica Nefropatia diabética

Disfuncion eréctil
Nota: Ebnezar (2012).
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Los procesos fisiopatolégicos que llevan a CAD y SHH son la deficiencia de la insulina,
acompariada del incremento concomitante de hormonas contrarreguladoras (catecolaminas,
cortisol, glucagén y hormona del crecimiento). Con respecto a la CAD, es el resultado del
incremento de la cetogénesis, ya que surge un aumento en la lipdlisis y el incremento de
concentraciones de &cidos grasos libres, debido a la supresion de la actividad de enzima lipasa en
los adipocitos. En cuanto a la hipoglucemia, en la mayoria de los casos se debe a consecuencia del
tratamiento de control glucémico. Segun los datos epidemioldgicos (Tabla 9), la complicacion
aguda que mas afecta a los pacientes con diabetes mellitus tipo 2 es la SHH (Ebnezar, 2012).

Tabla 9. Resumen comparativo de los aspectos epidemiolégicos en la CAD y SHH
Datos CAD SHH
Tasa de incidencia 4.6 a 8 episodios por 1,000 1 en 1,000 pacientes al afio

pacientes al afio

Prevalencia por grupo de Ma&s comdn en nifios y Ma&scomun en ancianos
edades mujeres
Prevalencia por tipo de Mas comun en diabetes Mas comin en diabetes
diabetes mellitus tipo 1 mellitus tipo 2
Mortalidad/Morbilidad <5% T 11%

Nota: Ebnezar (2012).

Uno de los factores que predisponen a desarrollar CAD es el estrés (fisico o emocional) por
medio del incremento de liberacion de hormonas gluconeogénicas. Las tres principales anomalias
presentes en la CAD son la cetosis, hiperglucemia y acidosis metabélica. Como consecuencia, el
paciente presenta deshidratacion, pérdida critica de electrolitos, diuresis, CAD descompensada;
también puede inducir nduseas, vomitos, taquicardia, hipotensién, y puede evolucionar al coma
(Grossman, 2014).

El estado hiperosmolar hiperglucémico (EHH), se caracteriza por la hiperglucemia (glucosa
en sangre > 600 mg/dL [33,3 mmol/L]), hiperosmolaridad (>320 mOsm/L) y deshidratacion, sin
presencia de cetoacidosis. Esta condicion no es exclusiva de la DM2, sino que también se presenta
en patologias como pancreatitis aguda, infecciones graves, entre otras. La fisiopatologia de esta
condicion en la DM2 se puede explicar por la insuficiencia parcial o relativa de insulina, limitando
el uso de la glucosa sin disminuir la produccion de esta. La deshidratacion ocasionada por esta

condicion es mas importante que la producida en la CAD, ya que puede llegar a desarrollarse
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insuficiencia renal. Las manifestaciones mas importantes son: debilidad, deshidratacion, poliuria,
signos y sintomas neuroldgicos (hemiparesia, convulsiones y coma) y polidipsia (Grossman, 2014).

La hipoglucemia es un deterioro de la conciencia, causado por concentraciones de glucosa
en sangre menor de 60 mg/dL?; normalmente esta condicion se presenta en pacientes que reciben
insulina exdgena o por farmacos hipoglucemiantes orales. Sin embargo, la aparicion de la
hipoglucemia con farmacos hipoglucemiantes orales se da de manera prolongada. Los factores que
propician el desarrollo de esta condicion son: error en la dosificacion del tratamiento, una mala
alimentacion, incremento en el ejercicio, estrés excesivo, consumo de bebidas alcohdlicas, cambios
en el tratamiento y sitio de aplicacion. Las manifestaciones clinicas suelen desarrollarse
rapidamente y ser progresivas; estas se dividen en dos categorias: la categoria 1 corresponde a los
signos que derivan de alteraciones en la funcion cerebral, mientras que los de la categoria 2 estan
vinculados con la activacion del sistema auténomo. La hipoglucemia afecta de manera importante
al cerebro, debido a que este depende de la glucosa sanguinea (Grossman, 2014).

Las complicaciones cronicas incluyen trastornos microvasculares (neuropatia, nefropatia y
retinopatia), trastornos gastrointestinales (motilidad), complicaciones macrovasculares
(enfermedad arterial coronaria, cerebrovascular y vascular periférica) y Ulceras en los pies. La
etiologia de estas condiciones es diversa, relacionandose con distintos factores. Los procesos
fisiopatologicos que se ven involucrados son el aumento de radicales libres que responden a los
estados de hiperglucemia cronica; las complicaciones microvasculares se deben al dafio en la
funcién eritrocitaria y a la inadecuada oxigenacion tisular, ademas de la presencia de
glucoproteinas anémalas, que inducen dafio a nivel de las membranas basales propias de los 0jos,
riflones y circulacién vascular (Grossman, 2014).

La neuropatia no se presenta de manera inmediata, sino que se da de forma progresiva,
debido a que usualmente el diagnostico de la DM2 se da en fases tardias, por lo que tiene una alta
incidencia en pacientes con este tipo de patologias. Con respecto al proceso patoldgico se dan dos
cambios; el primero es la presencia de isquemia vascular, el cual se debe al engrosamiento de las
paredes de los vasos nutricios que irrigan a los nervios. El segundo cambio es la desmielinizacion
segmentaria afectando a la célula de Schwann; este cambio provoca la disminucion de la
conduccion nerviosa. Existen diversas neuropatias, por lo que se clasifican en somaticas (la mas
frecuente es de neuropatia periférica) y autonomicas (presenta trastornos a nivel del sistema

nervioso simpatico y parasimpatico) (Grossman, 2014).
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Los trastornos gastrointestinales en la motilidad son frecuentes en pacientes con DM
cronica en evolucion; el proceso fisiopatologico se debe a otras condiciones (nefropatia, etc.) que
se dan en conjunto. La sintomatologia varia segun la intensidad, incluyendo estrefiimiento, diarrea
e incontinencia fecal, nduseas, vomito y dispepsia. La diarrea es mas comun en la diabetes tipo 1
mal controlada y en la neuropatia autonémica (Grossman, 2014).

La nefropatia en pacientes diabéticos es el principal factor causante de la enfermedad renal
cronica; esta afecta tanto a pacientes con DM1 como a los que tienen DM2. Esta se define como la
combinacion de lesiones que afectan el rifidn, afectando en mayor proporcion el glomérulo. A
diferencia de las otras complicaciones, no todos los pacientes con DM2 desarrollan nefropatias que
conlleven a una relevancia clinica, y esta generalmente ocurre en grupos familiares, por lo que se
puede decir que existe predisposicion familiar, sin excluir los factores ambientales. La hipertension
arterial, el control deficiente de la glucemia, el tabaquismo, la hiperlipidemia, la microalbuminuria
y la predisposicion genética son algunos factores que inducen al aumento del riesgo de padecer
esta condicion. En la fase temprana de esta condicion existe aumento del volumen renal, hipertrofia
de las nefronas e hiperfiltracion, por lo que los rifiones aumentan el trabajo para reabsorber el
exceso de glucosa (Grossman, 2014).

La diabetes se considera un factor importante en pacientes con ceguera o pérdida de la
vision, ya que esta aumenta la probabilidad de desarrollar cataratas y glaucomas. La fisiopatologia
de esta condicion se caracteriza por una andmala permeabilidad vascular retiniana, aparicion de
microaneurismas, neovascularizacion y hemorragia, cicatrizacion y desprendimiento de la retina.
El diagnostico temprano de esta complicacion es esencial para el abordaje de la terapia que permita
retrasar la aparicion y llegar hasta la ceguera (Grossman, 2014). A nivel de retina puede ocasionar
lesiones microvasculares como la retinopatia, siendo la zona més afectada; sin embargo, puede
ocasionar lesiones en otras partes del aparato visual como el cristalino; en forma mas frecuente
aparecen las cataratas, que se presentan en etapas tempranas con presion rapida; otra zona que
podria verse afectada es la cAmara anterior, induciendo glaucoma de &ngulo abierto. La retinopatia
diabética (RD) se considera como la segunda causa de ceguera en el mundo en personas con edades
de los 30 a los 69 afios. En cuanto a la frecuencia con la que se presenta, un 20% en pacientes con
DM1 y un 60% en DM2, por lo que se conoce como la complicacion mas frecuente (Mediavilla,
2001).
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La retinopatia diabética evoluciona en tres fases: la primera consiste en retinopatia de origen
o no proliferativa, la cual se caracteriza por aparicién de microaneurismas, exudados, hemorragias.
La segunda fase corresponde a la retinopatia preproliferativa, que se distingue por la presencia de
exudados algodonosos, anormalidades arteriales. Finalmente, la tercera fase consiste en retinopatia
proliferativa, caracterizada por neoformacion de vasos en la retina y humor vitreo, hemorragias
vitreas. Existe una alteracion que puede estar presente en cualquier etapa; esta es el edema macular,
considerado como la principal causa de pérdida visual (Mediavilla, 2001).

Las complicaciones macrovasculares afectan de dos a cuatro veces mas a pacientes
diabéticos, y causa alrededor del 50-75% de las muertes reportadas por DM2. Esto se debe a que
normalmente esta patologia se encuentra en concomitante con otras patologias, como hipertension
arterial, obesidad, hiperlipidemia, entre otras, las cuales son por si solo factores importantes en el
desarrollo de la enfermedad macrovascular (Grossman, 2014).

La aparicion de Ulceras del pie diabético es muy frecuente en personas diabéticas; la
gravedad de esta complicacion es relativamente alta, debido a que facilmente puede ulcerarse e
infeccionarse hasta el punto de necesitar amputacion de la zona afectada. Los factores principales
que permiten la aparicion de dicha complicacién son los efectos de la neuropatia y la insuficiencia
vascular. Los pacientes con neuropatia simétrica tienden a perder sensibilidad al dolor, por lo que
no se dan cuenta del traumatismo; de igual manera, los pacientes con neuropatia motora con
debilidad de los musculos intrinsecos: este trastorno induce a la deformidad del pie, acumulandose
altas presiones en dicha zona, provocando la aparicién de ulceras (Grossman, 2014).

En cuanto a las complicaciones macrovasculares, la m&s comdn es la arteriosclerosis de
vasos de mediano y gran calibre, similar a la arterosclerosis, con la diferencia que la primera
aparece mas grave y precoz. Esta complicacion afecta a ambos sexos por igual; por ello, el riesgo
cardiovascular depende de los factores asociados por individuo, y los mas importantes a considerar

son: tabaquismao, hipertensién arterial o dislipidemia (Mediavilla, 2001).

Generalidades de metabolitos secundarios, antocianidinas y antocianinas

Las plantas, a lo largo del tiempo, en su proceso de evolucién, han ido desarrollando
mecanismos de adaptacion, segun las condiciones a las que se estan expuestas. Una caracteristica
es la capacidad de sintetizar metabolitos secundarios; dichos metabolitos surgen a partir de

moléculas producidas en el metabolismo primario (Figura 8) de las plantas, obtenidas del proceso



54

de fotosintesis, siendo el resultado principal de este proceso el de los carbohidratos, los cuales son
fundamentales en los procesos bioquimicos que ocurren en las células (Isah, 2019).

Figura 8. Elementos basicos del metabolismo primario y relacién con el
metabolismo secundario de plantas
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El metabolismo secundario se basa en procesos de biosintesis, transformacion y
degradacion de compuestos enddgenos; da como resultado las moléculas llamadas metabolitos
secundarios; su origen es caracter anabdlico; estos son caracteristicos de cada especie (familia de
plantas). A diferencia de los metabolitos primarios, estos se sintetizan en pequefias cantidades; las
funciones que desempefian en su mayoria son de repelentes como defensa o atrayentes como
método de reproduccion. Existen diversos tipos de metabolitos secundarios, y algunos comparten
moléculas intermediarias en su proceso de biosintesis (Avalos y Pérez, 2009).

La clasificacion de los metabolitos secundarios se da conforme a la estructura quimica;
entre ellos los de moléculas grandes como el grupo de fendlicos-flavonoides, terpenoides,

esteroides, alcaloides, cumarinas, saponinas, quinonas, glucésidos cianogenicos y cardiotonicos
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(Yang et al., 2018). Uno de los grupos méas abundantes es el de los compuestos fendlicos; estos,
estructuralmente, poseen un grupo fenol, un grupo hidroxilo en el anillo aromaético; se obtienen
principalmente por la ruta de biosintesis del acido shikimico y del acido malonico (Taiz y Zeiger,
2006).

Los compuestos flavonoides pertenecen al grupo de los fenoles; segln su estructura, los
flavonoides contienen quince atomos de carbonos, los cuales estan distribuidos en dos anillos
aromaticos unidos entre si por medio de un puente de tres carbonos. Los flavonoides, al igual que
los fenoles, se biosintetizan por la misma ruta, y a diferencia de los fenoles, se clasifican segun el
grado de oxidacion. Los flavonoides se clasifican en cuatro grupos: antocianinas, flavonas,
flavonoles e isoflavonas (Taiz y Zeiger, 2006).

Uno de los grupos mas extensos de los flavonoides es el de las antocianinas y
antocianidinas. Estas moléculas principalmente tienen funcion de pigmentacién, por lo que se les
[lama habitualmente pigmentos (Taiz y Zeiger, 2006). EIl término antociano hace referencia al
conjunto de antocianidinas y sus heterésidos (antocianinas), que son pigmentos hidrosolubles a las
que se le atribuye la funcién de coloracion roja, rosada, malva, parpura, azul y violeta de la mayoria
de las flores y frutos. En la naturaleza, estos pigmentos se encuentran en su forma de heterdsidos
(antocianodsidos o antocianinas) y sus agliconas (antocianidinas); estos compuestos son derivados
del cation 2-fenilbenzopirilio, cominmente conocido como cation flavilio; por ello, estos
pigmentos entran en la categoria del grupo de flavonoides (Bruneton, 2001).

Las antocianidinas y antocianinas se encuentra principalmente en las plantas Angiospermas,
y rara vez en las plantas Gimnospermas. Estos pigmentos se acumulan en disolucién, generalmente
en su forma de heter6sido, en las vacuolas de las células de tejidos epidérmicos en las plantas. Su
funcién en las plantas es atraer insectos y pajaros, los cuales son relevantes en el proceso de
polinizacion y dispersion de las semillas. En cuanto a la industria farmacéutica, estos pigmentos

son de gran interés, debido a su accion terapéutica a nivel vascular (Bruneton, 2001).

Estructura y origen biosintético de las antocianidinas y antocianinas

El origen biosintético de estos compuestos, al igual que el grupo de flavonoides, provienen
del metabolismo secundario de vegetales, por medio de la ruta del acido shikimico y la ruta de los
policetidos (Figura 9). Con respecto a la estructura, en comparacion con el grupo de flavonoides,
los compuestos derivados carecen del carbonilo en la posicién 4; sin embargo, conservan el sistema
Ce-C3-Cs (Kuklinski, 2000).



Figura 9. Esquema resumido de la ruta de biosintesis de compuestos
fendlicos y sus derivados
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En su estructura, los antocianos pueden presentar grupos hidroxilos o metoxilos; ademas,

totalmente metilados o glicosilados (Bruneton, 2001).

Figura 10. Estructura basica de antocianidina
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estos compuestos tienen en su estructura el ion flavilio (Figura 10) (Kuklinski, 2000). Los grupos
presentes en la estructura basica de las antocianinas son dos anillos arométicos, benzopirilio (A) y
un anillo fendlico (B), separados por un anillo heterociclico (C); la funciéon del ion flavilio es de
catién (carga positiva). Los niveles de hidroxilacion y metilacién, presentes en el anillo B,
determinan el tipo de antocianidina presente (Aguilera et al., 2011). Las antocianidinas, en medio
acido, se encuentran en su forma catidnica con excepcion de la apigenidina; las agliconas méas
frecuentes son la pelargonidina (escarlata), cianidina (carmesi) y delfinidina (parpura). Para que la
molécula pueda colorarse, es necesario que uno de sus hidroxilos esté libre, ya sea en la posicion

C5, C7 o C4. Por ende, no se tiene evidencia que los compuestos de estos pigmentos estén
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Nota: Peguero (2007, p. 4).

Los metabolitos secundarios antocianinas y antocianidinas comparten la ruta de biosintesis
de los fenoles, proveniente de la ruta del acido shikimico, en la cual las moléculas provenientes de
la glicolisis, de la ruta de las pentosas fosfato y del ciclo de Calvin; como carbohidratos simples
son convertidas en moléculas organicas como los &cidos, cindmico, p-cumarico, cafeico, ferdlico,
clorogénico y fenilalanina (Orellano y Valverde, 2017).

La ruta del &cido shikimico, como antes se menciond, es una de las rutas principales
implicadas en la biosintesis de los compuestos fenolicos; por medio de esta ruta se obtienen
principalmente compuestos con estructura aromética y polifendlica. Otra de las rutas que se ven
involucrada en la formacion de estas moléculas es la ruta del &cido maldnico o ruta de los
policétidos (Garcia, 2004).

El proceso de biosintesis de las antocianidinas (Figura 11) empieza con la reaccién de la
fenilalanina, la cual se transforma en &cido cindmico, y este a su vez, por medio de otras reacciones
catalizadas por las enzimas cinamato 4-hidroxilasa y 4-cumaroil CoA ligasa, es transformado en la
molécula principal precursora, llamada antocianina 4-cumaroil CoA, por medio de la condensacion
de moléculas malonil-CoA y 4-cumaroil CoA se transforma en chalcona, iniciando por medio de
enzimas una cascada, originando las principales antocianinas (Bendokas et al., 2019).

Figura 11. Ruta de biosintesis de las antocianinas
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Nota: Espinosa et al., (2012).

Propiedades fisicoquimicas de antocianidinas y antocianinas

Las propiedades de las materias se clasifican segun sus caracteristicas distintivas; esta
clasificacion es: propiedades fisicas, quimicas, intensivas y extensivas. Las propiedades fisicas son
las que se pueden medir u observar sin interaccionar con su identidad; algunos ejemplos serian
color, punto de fusion, solubilidad. Mientras que las propiedades quimicas son las que permiten
que una sustancia se pueda transformar en otra, sufriendo cambios en su identidad; ejemplos de
estas serian: reactividad, pH, entre otros (Atkins, 2006).

La coloracion de las antocianidinas depende de factores intrinsecos, como la posicion de
los sustituyentes quimicos en la estructura y la posicion del ion flavilio, al aumentar los hidroxilos
en el anillo fendlico resulta en la intensificacion de la coloracion azul; en cambio, un aumento de
grupo metoxilo en la estructura resulta en coloracion roja. EI pH es una de las propiedades
importante para las antocianidinas y antocianinas, ya que son sensibles a cambios en esta; ademas,
dependen de este los procesos farmacocinéticos, por lo que su estructura y propiedades
farmacoldgicas podrian variar. A un pH 1 a 3 predomina la forma de cation de flavilio, siendo esta
la més estable; a pH 5 predomina la pseudobase carbinol incolora, la menos estable, y apH 7 a 8
se forma la base quinoidal: esta da una coloracion azul-violeta (Pojer, Mattivi, Johnson y Stockley,
2013).

Los antocianos o antocianinas son solubles en agua e insolubles en soluciones de éter,
benceno, cloroformo o compuestos i6nicos (Primo, 2012). La solubilidad de estos compuestos
varia segun los grupos quimicos presentes; por ejemplo, la unién de una molécula de azucar a la
aglicona (antocianidinas) les brinda estabilidad y solubilidad. Esta union generalmente se da en la
posicion 3 del grupo fendlico o en la posicion 5y 7; segin la cantidad de azlcares presentes se
clasifican en: monoglucésido (un azucar), diglucésidos (dos azucares) y triglucosidos (tres
azucares) (He y Giusti, 2010).

La glicosilacion de las antocianidinas aumenta la estabilidad y solubilidad de las
antocianinas en agua; esto se debe a que forma puentes de hidrégenos intramoleculares. En cambio,
si ocurre acilacion, la estabilidad y solubilidad en agua de estas moléculas disminuye; sin embargo,
al ocurrir acilacion de residuos de azlcar con acidos alifaticos o acido cinamico, la estabilidad y

solubilidad aumenta considerablemente mas que la glicosilacién (Pojer et al., 2013). La metilacién
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y glicosilacion afectan directamente las propiedades fisicas y quimicas; esto se debe a que
modifican la polaridad y el tamafio de la molécula (He y Giusti, 2010).

La delfinidina es una antocianidina que se caracteriza por brindar coloraciones azul rojizo;
se encuentra en diversas plantas; un ejemplo de estas es el maqui (Aristotelia chilensis); ademas,
se distribuye ampliamente en frutas y vegetales como uvas, moras, arandanos, grosella, zarzamoras
(Limaymanta y Ramos, 2016). En su estructura hidroxilo el cual puede estar sustituido por una

molécula de glucosa. Los valores de las propiedades fisicoquimicas de la delfinidina (Tabla 10).

Tabla 10. Propiedades quimicas de delfinidina

Masa molecular 303,24 g/mol
Recuento de donadores de hidrégeno 6

Recuento de aceptores de hidrégeno 6

Area superficial 122 A2
Numero de enlaces rotables 1

Nota: Elaboracién propia (2020).

Farmacocinética de las antocianinas y antocianidinas

La farmacocinética se describe como la accion del cuerpo sobre el farmaco (molécula), el
cual incluye proceso de absorcion, distribucion, metabolismo y excrecion (Rodriguez y Obrador,
2013). Las propiedades farmacocinéticas generalmente delimitan la actividad biolégica. Las
antocianidinas en humanos poseen una biodisponibilidad limitada en plasma y orina. Esto se debe
a la baja absorcién y la inestabilidad ante cambios de pH, ademas de la degradacién microbiana en
el tracto gastrointestinal (TGI) (Mueller et al., 2017). Uno de los factores que delimitan la
farmacocinética de las antocianidinas y antocianinas es el tipo de residuo de azlcar que esté unido
al nucleo fendlico; por ejemplo, se absorbe mejor un residuo galactésido que un residuo
arabinosido (Pojer et al., 2013).

Las antocianinas a nivel gastrico, segun datos obtenidos en un estudio, se absorben de
manera rapida, ya que aparecen en el torrente sanguineo (6 a 20 min) después de consumidas, tanto
en humanos como en ratas, alcanzando una concentracion maxima después de 15 a 60 min; esto se
debe a que son pH dependientes, el cual a un pH acido favorece la estabilidad de estas moléculas.

Las antocianinas que mas rapido se absorben son las que presentan un monoglucésido en su
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estructura, y la aglicona presente no interfiere en la absorcion; sin embargo, las antocianinas con
la delfinidina como aglicona tienen mayor absorcion y potencia como antioxidante. Uno de los
mecanismos que se propone, por el cual se absorben estas moléculas, es por medio de los aniones
organicos bilitranslocasas; a una concentracion estos transportadores se pueden llegar a saturar
(Talavéra et al., 2003).

La absorcidn de antocianinas, segun Matuschek et al., (2006), a nivel del intestino delgado,
es mayor en la porcién del yeyuno y se ve limitada en el tejido duodenal, mientras que a nivel del
intestino grueso la absorcion es casi nula. En las antocianinas, al ser moléculas grandes, aunque
son solubles, su absorcidn pasiva se encuentra limitada, principalmente las aciladas; esto se debe a
que carecen de azUcar libre para unirse al transportador, ademas de su gran tamafio molecular (He
et al., 2010). En cambio, las antocianidinas son mas hidrofobas, por lo que se difunden de manera
pasiva a través del epitelio de la mucosa. Por ello, para que las antocianinas se puedan absorber de
manera Optima, se requiere un mecanismo de transporte activo, o deben ser hidrolizados a su
antocianidina correspondiente, ya sea por medio de enzimas como [-glucosidasa, f-glucoronidasa
0 a-ramnosidasa (Pojer et al., 2013).

La dosis maxima que se puede absorber de antocianinas en humanos es de 350 umol; esto
se debe a que el mecanismo de absorcion se satura a esa concentracion (Kurilich, Clevidence, Britz,
Simon y Novotny, 2005). Otro mecanismo sugerido en el proceso de absorcion se da por medio de
la linea celular gastrica modelo MKN-28 (Fernandes, Freitas, Reis y Mateus, 2012).

Con respecto al proceso de distribucion de las antocianidinas y antocianinas, al ser
moléculas poco estudiadas, la informacidon de este proceso es poca; sin embargo, en algunos
estudios, donde se estudio la distribucidn en tejidos de la molécula quercetina, se obtuvo que los
tejidos donde se distribuye son: pulmones, testiculos y rifiones principalmente, moderadamente en
el timo, corazon e higado, con baja distribucion en grasa, musculo y muy baja distribucion en
cerebro y bazo (He et al., 2010).

El metabolismo de estas moléculas lo realizan por diferentes vias (Figura 12); los productos
de degradacion varian segun la sustitucion en la estructura original y su polaridad. El principal
metabolito de degradacién reportado por los investigadores fue en forma de glucurdnicos. Con
respecto a la vida media, el 30% ingerido se mantuvo estable durante ocho horas conforme

avanzaba por el intestino delgado (ID), y un 20% se degradd (Mueller et al., 2017).
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Figura 12. Esquema de posibles vias de metabolismo de antocianinas y
antocianidinas en condiciones fisiolégicas
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Las enzimas involucradas en el metabolismo de fase Il son las encargadas de metabolizar
este tipo de moléculas. Entre las enzimas propuestas estan la uridina difosfoglucosa glucoronosil
transferasa (UDPGT; EC 1.1.11.22), catecol-O-metiltransferasa (COMT; EC 2.1.1.6), fenol
sulfotransferasa (SULT; EC 2.8.2.1) y uridina difosfoglucosa glucosa deshidrogenasa (UDPGD;
EC 1.1.11.22). En algunos casos, los productos de degradacion de las antocianinas poseen mejor
actividad bioldgica que las moléculas originales (He et al., 2010).

Las antocianinas que no se absorben se excretan a través de las heces. En cambio, las
antocianinas y agliconas absorbidas se excretan en mayor proporcién a nivel de orina. Con respecto
a los metabolitos conjugados, se propone que se eliminan por via urinaria. Sin embargo, una parte

de las antocianinas y antocianidinas, al presentar metabolismo de segunda fase, son excretadas en
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bilis a yeyuno, para ser absorbidas a nivel del colon y entrar a circulacion enterohepatica (He et al.
2010).

Al ser la excrecion un indicador de absorcion, los glucosidos de delfinidina son mas
excretados; por ello, se absorben mejor, ademas de que es mayor la concentracion plasmatica de

antocianinas de delfinidina y menor la de malvidina (Pojer et al., 2013).

Actividad biologica de las antocianidinas en la prediabetes y diabetes

La actividad biologica de las antocianidinas y antocianinas se respalda por estudios
realizados in vivo e in vitro, donde se evidencia su potencial actividad positiva en la salud humana.
Una de las méas importantes es su actividad antidiabética. Estos metabolitos secundarios, segun
estudios in vivo, estimulan la secrecion de insulina de las células B pancreaticas de roedores;
ademas, estas acttan protegiendo a las células  pancreaticas del estrés oxidativo inducido por altas
concentraciones de glucosa; algunas agliconas, como la cianidina, estimulan el metabolismo de
lipidos e inducen a la expresion génica de adipocitocinas en adipocitos humanos (Pojer et al.,
2013).

Estudios in vivo en modelos animales evidenciaron efectos inhibidores importantes de la -
glucosidasa; dicha inhibicion disminuye la glucosa posprandial. Ademas, estas moléculas son
capaces de mejorar la sensibilidad a la insulina; este efecto se relaciona con la regulacion de la
proteina de union al retinol 4 (RBP4). Esta adipocitoquina participa en el proceso de resistencia a
la insulina, ademas de la expresion de los transportadores GLUT4, que explica la mejora de
sensibilidad a la insulina. En tejido adiposo blanco, musculo esquelético y en higado, estas
moléculas tienen la capacidad de estimular la activacién de la proteina kinasa activada por AMP
(AMPK), la cual juega un papel importante en la homeostasia de la energia celular (Pojer et al.,
2013).

Las antocianidinas y antocianinas en tejido blanco y en musculo esquelético tienen la
funcion de regular a los transportadores GLUT4, traduciéndose en mayor captacion y utilizacion
de la glucosa por los tejidos. En cambio, en el higado, la activacion de la AMPK estimula la
fosforilacion de la acilCoA carboxilica y regula la acilCoA oxidasa, contribuyendo a la lipogénesis;
ademas, genera ATP regulando las vias catabdlicas. Con respecto al proceso de gluconeogénesis,
la activacion de esta proteina disminuye la expresion de enzimas que participan en la produccién
de glucosa hepatica. Ademas, se observa que estas moléculas reducen la lipotoxicidad, por lo que

aumenta la sensibilidad a la insulina (Pojer et al., 2013).
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Una de las actividades de los polifenoles, que se conoce, es que interactlan de manera
directa con los transportadores de glucosa GLUT2 y SGLT1, regulando la tasa de absorcion de
glucosa. Lo anterior se respalda con datos obtenido en el estudio in vitro “Regulation of glucose
transporter expression in human intestinal caco-2 cells following exposure to an anthocyanin-rich
berry extract”. Ademas, estos datos sugieren que las antocianidinas y antocianinas pueden modular
la glucemia posprandial, ya que disminuye la expresion del transportador de glucosa GLUT2, y
sugieren que tanto la antocianina como la antocianidina individualmente disminuyen
significativamente la absorcion de glucosa (Alzaid, Cheung, Preedy y Sharp, 2013).

A la par de los efectos antes mencionados, se sugiere que una terapia con base en
antocianidinas puede, a largo plazo, prevenir el desarrollo de complicaciones como la neuropatia,
retinopatia y disfuncién cardiaca. A nivel cardiaco y musculo esquelético, las antocianidinas
inducen la expresién de los transportadores GLUT4, provocando mayor absorcion de glucosa en
pacientes diabéticos. Las antocianidinas activan al receptor tirosina quinasa, protegen al tejido
pancredtico y con ello a las células B, por medio de la relacién Bax/Bcl-2 y la actividad caspasa-3,
previniendo la pérdida de funcionamiento de los islotes de Langerhans (Nizamutdina et al., 2009).

Segun datos obtenidos por Damian-Medina et al., (2020), donde se estudiaron los
compuestos fenolicos del maiz azul, se logré demostrar que la antocianina (delfinidina-3-
glucosido) interactia con varios receptores involucrados en la DM2. Estos fueron: 11B-
hidroxiesteroide deshidrogenasa 1 (11B-HS1); glutamina fructuosa-6-fosfato amidotransferasa

(GFAT), proteina tirosina fosfato (PTP) y receptor de insulina tirosina quinasa (RTKS).

Tabla 11. Datos obtenidos por medio del anclaje molecular

Ligando Proteina Energia de unién Ki(uM)
(kcal/mol)
Delfinidina 3-glucosido = 11B-HS -6,59 44,82
GFAT -6,10 21,23
PTP -6,22 27,59

RTKs -6,62 13,96
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Nota: Elaboracion propia, adaptada de Damian-Medina et al., (2020).

Métodos in silico y dianas moleculares relacionadas con la prediabetes

Meétodos in silico para el desarrollo de farmacos

El descubrimiento y desarrollo de farmacos es un proceso complejo, por lo que es esencial
agilizar este proceso; la solucion a este inconveniente podria ser la implementacion de métodos in
silico, que se definen como un conjunto de herramientas computacionales que permiten codificar
modelos tedricos con precision. Ademas, son capaces de procesar cantidades grandes de
informacién. El desarrollo de farmacos se inicia con la identificacion de compuestos, de los cuales
se evalla su union con blancos terapéuticos o que muestran actividad biolégica (Saldivar, Prieto y
Medina. 2016).

El cribado virtual (Figura 13) consiste en un filtrado in silico de moléculas, con el fin de
seleccionar candidatos (hits) para evaluarlos experimentalmente, por lo que reduce
significativamente el numero de ensayos bioldgicos, ya que solo se hard con un ndmero
determinado de moléculas con propiedades ideales previamente evaluadas por métodos in silico
(Saldivar et al., 2016). Este filtrado lo realiza implementando informacién sobre la diana o el
ligando conocidos (Scior et al., 2012). Asimismo, la complejidad de la base de datos y la
informacién experimental son factores importantes para llevar a cabo el cribado virtual. Si se
conoce la estructura tridimensional (3D) de la molécula diana, el cribado se basara en la estructura
(acoplamiento molecular); en cambio, si la informacion es sobre las moléculas con propiedades
bioldgicas, este cribado sera basado en ligando (similitud molecular); por Gltimo, si se conocen

ambas se puede complementar para facilitar la busqueda (Saldivar et al., 2016).
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Figura 13. Representacion esquematica del proceso de
cribado virtual
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Los métodos in silico permiten identificar moléculas con actividad bioldgica, y también
permiten comprender los mecanismos de accién, la toxicidad e identificacién de propiedades
farmacocinéticas. Una de las ventajas del uso de métodos in silico es que facilita el proceso de
discriminacion de moléculas que tienen actividad bioldgica, ya que generalmente en un proceso de
investigacion y desarrollo de farmacos; pueden existir en promedio 9,000 moléculas, de las cuales
puede que solo una interaccione con la diana molecular y posea propiedades adecuadas para el uso
en humanos, por lo que, implementar estudios in silico, permitiria escoger con mayor eficiencia.
Ademas, otra ventaja es que los resultados obtenidos se pueden extrapolar en humanos, y asi el

desarrollo de farmacos se agiliza (Saldivar et al., 2016).
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Existen diversas estrategias de métodos in silico; una de ellas es el desarrollo de farmacos
asistido por computadora (DIFAC), la cual se basa en entender las relaciones estructura-actividad
biolégica del compuesto. EI DIFAC implementa tres objetivos: 1) Disefio o identificacion de
nuevos compuestos, 2) Seleccionar candidatos y 3) Optimizar prototipos. Ademas, brinda técnicas
como el acoplamiento molecular automatizado, basado en buscar la conformacion y posicion
Optima de un ligando dentro de una diana molecular; debido a la flexibilidad de las dianas
moleculares, existe gran variedad de posibles conformaciones; por ello, los resultados obtenidos
son sugerencias de modelos de union (Saldivar et al. 2016).

El acoplamiento molecular o docking molecular (Figura 14) es un método computacional
que tiene como objetivo predecir la unién no covalente entre macromoléculas (dianas) y
micromoléculas (ligandos o moléculas que se desean). Estas predicciones permiten determinar la
afinidad de unién, el cual es importante para el desarrollo de farmacos por medio de métodos in
silico (Trott y Olson, 2010). Dichas predicciones las realiza por medio de dos etapas: en la primera
se hace la busqueda de la conformacion y orientacion de las moléculas (ligandos), y en la segunda
fase se realiza la asignacion de puntajes a las interacciones entre la diana y ligandos resultantes
(Saldivar et al. 2016).

Figura 14. Diagrama del proceso de Docking molecular
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Por otra parte, esta el método de modelado del farmacéforo, bastante utilizado, y consiste
en arreglos tridimensionales de caracteristicas minimas estéricas y electrénicas necesarias para
asegurar interacciones eficaces con la diana farmacologica deseada. Cabe destacar que el
farmacdéforo no es una molécula como tal, sino que se considera como un denominador de un
conjunto de moléeculas activas (Saldivar et al. 2016). La informacion obtenida, al igual que las
herramientas antes mencionadas, brinda datos relevantes en relacion con la identificacion de la
molécula lead; relacién estructura-selectividad; perfilacion de la actividad del ligando in silico;
predecir sitios de metabolismo, efectos secundarios y toxicidad; disefio de farmacos novo mediante
métodos computacionales méas eficiente. Este método se puede usar tanto en enzimas como en
receptores de membrana; por ejemplo, en receptores GPR (Yang et al. 2018).

En el analisis de la interaccion diana molecular y la molécula que se desea evaluar, se puede
realizar al medir la particiéon de la carga atomica, que se define como proceso por el cual cada
nacleo atdbmico va a tener una densidad electrénica respectiva (Metcalf, Jiang, Spronk, Cheney y
Sherrill, 2021). Ademas, el mecanismo quimico responsable de que se dé la union (energia libre y
cinética) brindan estimaciones precisas sobre la cinética y termodinamica de dicha interaccion,
permitiendo, asi, evaluar en el organismo la eficacia y toxicidad resultante de la unién. La relacion
entre la union y la desvinculacion de la molécula deseada y la diana molecular (objetivo) se vincula
directamente con la energia libre de Gibbs, por medio de la concentracion en equilibrio del
complejo ligando y proteina, ya sea en union o desvinculacién (Figura 15), donde Kp es la
constante de disociacion definida por la relacion concentracion ligando y proteina desvinculada y

la concentracion del complejo unido (ligando-proteina) (Decherchi y Cavalli, 2020).

Figura 15. Ecuacion de la relacion energia libre de Gibbs y la
concentracion ligando-proteina
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Nota: Decherchi y Cavalli (2020).
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Generalidades de asociacion entre ligandos y macromoléculas

Las macromoléculas poseen sitios que permiten la interaccion o union de ligandos a ellas
mismas; estos ligandos se definen como cualquier molécula capaz de unirse a una macromolécula;
estos pueden ser de cualquier tamafio 0 naturaleza quimica; ademas, pueden ser endogenos (se
sintetizan en el organismo) o exdgenos (no sintetizados por el organismo).

El proceso de union entre las macromoléculas y los ligandos se da a consecuencia del
equilibrio, el cual se regula por la constante de asociacion que deriva de la ley de accion de masas;
la importancia de dicha relacion se debe a que se puede asociar con la energia libre de Gibbs, que
delimita si la reaccion o interaccién sea espontaneas; este tipo de reacciones son las mas
favorecidas y son mas faciles de que ocurran, porque liberan energia (Cdérsico, Falomir, Franchini
y Scaglia, 2013).

Las relaciones anteriormente mencionadas permiten clasificar mas especificamente lo
correspondiente a los distintos tipos de unién, siempre y cuando la macromolécula presente
distintos 0 més para un ligando. Esta clasificacion es en: sitios idénticos e independientes, sitios
distintos e independientes y sitios idénticos con interacciones (Corsico et al., 2013).

El primer sitio corresponde a los que estaran caracterizados por una unica constante de
asociacion intrinseca, resultando en la afinidad del ligando al sitio; no obstante, la afinidad por el
sitio es independiente a los otros sitios, aunque estén desocupados. En cuanto al segundo sitio, este
agrupa sitios diferenciados entre ellos con una constante de asociacion intrinseca, y la afinidad, al
igual que la anterior, esta aislada de los otros sitios; finalmente, los sitios idénticos con
interacciones son similares al primero, con la diferencia de que la ocupacién del sitio interaccionara

con la afinidad del ligando por los demas sitios (Corsico et al., 2013).

Propiedades adecuadas para un prototipo farmacologico

Es importante cumplir con parametros establecidos, para que sea seguro y eficaz el uso de
las moléculas previamente analizadas, debido a que esto permite descartar las moléculas que
poseen propiedades de no-farmacos. Al tomar en cuenta los grupos funcionales y propiedades
fisicas, y si estos poseen relevancia biologica, a este proceso se le conoce como pre-filtrado, donde
se utiliza los filtros drug-likeness (Gracia, 2007). Drug-likeness (Tabla 12) se define como un
descriptor estadistico derivado de bases de datos de otros compuestos, o el equilibro complejo de
varias propiedades moleculares y caracteristicas estructurales determinantes de la similitud de una

especifica molécula con otras ya conocidas (Ursu, Rayan, Goldblum y Oprea, 2011).



Tabla 12. Tipicos rangos de los parametros relacionados con drug-likeness
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Parametro Minimo Maximo
LogP -2 5
Peso molecular 200 500
Aceptores de H 0 10
Donadores de H 0 5
Refraccion molar 40 130
Enlaces rotables 0 8
Atomos pesados 20 70
Area polar superficial (A2 0 120
Carga neta -2 +2

Nota: Elaboracion propia, adaptada de Muegge (2003, p. 304).

Una de las propiedades, establecida a cumplir, es la biodisponibilidad; esta se define como

la cantidad (fraccion) y la velocidad en la que un farmaco (molécula) llega a circulacion sanguinea,

es de gran importancia, ya que permite saber si la molécula sera absorbida, lo cual es fundamental

para que llegue al sitio de accion (diana molecular) deseada; por lo anterior, es importante que las

moléculas analogas sean adecuadas, y deben ser biodisponibles (Gareth, 2007).
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Para evaluar la biodisponibilidad antes de sintetizar la molécula se usan los criterios de
Lipinski (Figura 16), o también conocidos como la regla de 5; estas son 4 reglas que predicen la
biodisponibilidad de una molécula; la primera regla es que la molécula debe pesar menos que 500
g/mol; la segunda corresponde al coeficiente de lipofilicidad (LogP), que debe ser menor a 5; la
tercera indica que debe poseer menos de 10 aceptores de hidrdgenos, y finalmente la cuarta regla

menciona que debe presentar menos de 5 donadores de hidrégeno (Gareth, 2007).

Figura 16. Influencia de las propiedades determinadas en las reglas
de Lipinski en la absorcion

Poca penetracién en Buena penetracion Unién con Agua
:)aor?::‘t;::r:eeeluhr en la membrana Dificutad en el o
pasivo, requiriendo la bicapa lipidica
transporte activo

2

Baja solubilidad acuosa, mal transporte en el cuerpo
Tend a ser de P450 (eli 6n del fa
antes de alcanzar el 6rgano diana)

Nota: Gracia (2007).

La solubilidad es otro parametro que se debe tomar en cuenta en el desarrollo de farmacos;
se espera que puedan ser transportados a través de los fluidos hasta la diana molecular; por ello, se
espera que estas moléculas posean solubilidad en cierta medida tanto en agua (hidrofilicos) como
en lipidos (lipofilicos); por ejemplo, si la molécula es muy liposoluble, puede quedar atrapado en
la membrana celular. La estructura de la molécula también se considera un punto importante,
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debido a que brinda informacién sobre la capacidad de interaccién de la molécula deseada con la
diana molecular, porque, segun su estructura, presentara una estereoquimica especifica (Gareth,
2007).

Por ultimo, es importante conocer la estabilidad de la molécula; esta se analiza de dos
maneras: después de la administracion y la vida Gtil. Este pardmetro permite determinar la eficacia
de la molécula, ya que una vez administrado no llega directamente al sitio de accion que se desea;
es necesario que este se mantenga estable hasta que llegue y logre el efecto terapéutico. Una

estrategia para mejorar la estabilidad es modificar la estructura de la molécula (Gareth,2007).

Tabla 13. Definiciones de los filtros

Filtros Definicién

Lipinski Se conoce como la regla de los 5 de Lipinski.
La finalidad de este es evaluar: peso
molecular, LogP, donadores y aceptores de
hidrégenos.

1. MM: menor a 500 Da.

2. LogP: menor a 5.

3. Aceptores de H: menos de 10.

4. Donadores de H: menos de 5.

Ghose Es el més estricto en cuanto a los rangos de
los parametros fisico-quimicos. De igual forma
que Lipinski, evalia el LogP, peso molecular,
con la variacion de evaluar la refractividad
molar y el nimero total de 4&tomos.
1. MM: 160-480 Da (rango preferencia
230-239 Da).
2. LogP: -0,4 — 5,6 (rango preferible 1,3-
4,1).
3. Refractividad molar: 40-130 (rango
preferible 70-110).
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Muegge

Este varia al evaluar la cantidad de anillos,
atomos de carbono, enlaces rotables y el area
polar superficial (APS).

1. MM: 200-600 Da.
LogP: -2 — 5.
APS: 150 A.
Aceptores de H: menos de 10.
Donadores de H: menos de 5.

o g M w N

Cantidad de anillos: menos de 7.
7. Enlaces rotables: menos de 15.

Veber

Se encarga de evaluar los enlaces rotables, el

area polar superficial, los donadores o

aceptores de hidrégeno; ademas, sugiere que

la biodisponibilidad oral de un medicamento

se dé en dependencia de la masa molecular.
1. Area polar superficial: menor a 140 A.
2. Aceptores y donadores de H: menos

de 12.

3. Enlaces rotables menos de 10.

Graham

Destaca la regla de los 3:
1. Peso molecular inferior a 300.
2. No mas de 3 donantes de H.
3. No mas de 3 aceptores de enlaces de
hidrogeno.
4. No mas de 3 enlaces rotatorios.

Area superficial polar: no mas de 60 A.

Nota: Elaboracion propia, adaptada de Méndez (2020).

Principales dianas farmacoldgicas

Son diversos los trastornos fisiopatoldgicos que dan origen a la prediabetes, por lo que

existe variedad en cuanto a dianas farmacoldgicas, o también conocidas como receptores. Los
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receptores usualmente son proteinas que presentan tres dominios: el primero es su dominio
extracelular, donde se encuentra el sitio de unidn de ligandos (enddgenos o ex6genos), la region
transmembranal y el domino intracelular responsable de activar las respuestas intracelulares (Cruz,
Velasco y Kumate, 2000)

La union de ligandos a receptores puede ocasionar diversas actividades como las siguientes:
1) Activacion de receptores asociados a la proteina G: se activa el receptor producto de la
estimulacion por el ligando; esto induce cambios conformacionales, provocando la activacion de
segundos mensajeros, cambiando el potencial de las membranas celulares. 2) Receptores canales
i6nicos: en este caso la union induce cambios conformacionales de la zona interna del receptor,
facilitando el paso de iones. 3) Receptores con actividad cinasa: en su dominio intracelular poseen
residuos ricos en tirosinas, serinas y treoninas; estas son las causantes de los cambios
conformacionales induciendo la autofosforilacion. 4) Receptores con actividades enzimaticas

intrinsecas: el efecto se da después de la unién con el ligando (Cruz et al. 2000).

Receptores acoplados a proteinas G (GPCR)

La importancia de los receptores GPCR en la DM se debe a que se ven involucrados en la
regulacion de la glucosa. Los receptores acoplados a proteinas G (GPCR) son también conocidos
como receptores de siete dominios, siendo una de las familias de proteinas de membrana mas
abundante; estas tienen funciones importantes en la homeostasis, por lo que se han convertido en
un blanco farmacolégico (Guzméan y Garcia, 2018).

Estos receptores son proteinas de membrana con la capacidad de recibir informacién
externa, y al transmitir esta informacion al interior celular actian como transductores de sefiales;
esto se traduce en que son capaces de responder a la union de ligando, ya sea enddgenos o
exogenos, respondiendo mediante cambios conformacionales, que pueden activar o inactivar la
actividad de estas. Estos cambios estructurales inducen, a nivel intracelular, modificaciones que
activan proteinas G en los que se acoplan; de ahi su nombre. Una vez activada la proteina, induce
una serie de actividades intracelulares responsables de los efectos finales (Gutiérrez, 2018).

Los GPR son substratos de proteinas quinasas, los cuales modifican sus residuos de tirosina,
serinay treonina mediante la fosforilacion, asociadas a la desensibilizacion e internalizacion de los
receptores (Guzman y Garcia, 2018). Su actividad bioldgica depende del tejido y tipo de celulas
(Hidalgo, 2016). La estructura molecular de los receptores GPR se compone de una cadena

polipeptidica simple de 400-500 residuos de amino&cidos y siete hélices a, conectadas por medio
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de tres asas intracelulares y tres extracelulares; ademas, tienen su extremo amino en la parte
extracelular, donde generalmente se encuentra el sitio de union del ligando y el carboxilo
intracelular, en el que ocurre la interaccion con la proteina G. Las hélices a tienen la funcion de
brindar un sitio de union de dominios de transmembrana. La tercera asa intracelular es una de las
mas importantes, ya que interacciona con la proteina G (Page, 2019).

Las GPCRs se clasifican en familia rodopsina (A), secretina (B), adhesion, frizzled/taste2
o glutamato (C); estas se basan en criterios filogenéticos, recibiendo asi el acronimo GRAFS
(glutamato, rodopsina, adhesion frizzled/taste2 y secretina). Esto facilita la agrupacion de las
subfamilias (Gutiérrez, 2018). Las subunidades que forman parte de estos receptores son
codificadas por tres genes distintos entre si; la subunidad o tiene mas afinidad a nucleétidos de
guanina y tiene actividad de guanosina trifosfatasa (GTPasa) (Melmed, Polonsky, Larsen y
Kronenberg, 2017).

Receptor 1 de acidos grasos libre (FFAR1) o GPR40

El receptor GPR40 es también conocido como receptor de acidos grasos libres; este se
contempla como potencial diana farmacoldgica en la DM2; su participacion se fundamenta segun
los estudios preclinicos y clinicos realizados; en dichos estudios demostraron que la activacion de
GPR40 mejora la glucemia consecuente a la estimulacion de la secrecion de insulina dependiente
de glucosa (Hidalgo, 2016).

El GPR40 es un subtipo de receptor perteneciente a la familia de receptores acoplados a
proteina G; este se expresa ampliamente en las células g pancreaticay en el intestino. EI mecanismo
de accidn por el que estimula la secrecién de insulina se basa en un aumento del calcio intracelular,
lo que, a su vez, activa a las enzimas fosfolipasas C, generando diacilgliceroles e inositol trifosfato
(IP3. Este mecanismo es muy similar al de los acidos grasos (FFA), los cuales son moléculas
sefializadoras que modulan la secrecion de insulina (Araki, Hirayama, Hiroi y Kaku, 2011).

En pancreas e intestino, el receptor GPR40 se acopla a la proteina Gg en mayor proporcion
y a Gs en menor medida. Dicha unién desencadena una serie de efectos; uno de ellos es la
produccidn y secrecion de incretinas (GLP-1) en células enteroendocrinas, lo que brinda un efecto
antihiperglicémico mayor. Ademas, en las células § pancreaticas y enteroendocrinas desencadena
la liberacion de calcio, que se encuentra almacenado en el reticulo endoplasmatico, y de calcio
extracelular; esto, a su vez, puede verse involucrado en la insercion de transportadores GLUT2 en

la membrana apical de células enterociticas. La activacion de este receptor (Figura 17) en células
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enterociticas también desencadena una respuesta de calcio, pero, ademas, desencadena un aumento

de AMPc el cual se podria explicar a la union con la proteina Gs (Hidalgo, 2016).

Figura 17. Activacion del GPR40 por medio de FFA
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Nota: Delgado (2019).

Debido a que la secrecién de insulina es de tipo bifasico, el GPR40 estimula en la fase dos,

donde es mas lenta y prolongada; este efecto se debe debido al acople a la proteina Gaq/11
(Ferdaoussi et al. 2012).

GPR119

Otro receptor de la familia GPR, de gran interés en el tratamiento de la DM2, es el GPR119,
el cual se encuentra predominante en los islotes de Langerhans y en el tracto gastrointestinal, y la
activacion de esta afecta directamente las células B del pancreas, causando la secrecion de la
insulina. Y como un efecto alterno, es la estimulacion de la secrecion de GLP-1 en las células
intestinales (Han et al. 2018). EI GPR119 pertenece a la familia A (rodopsina). Algunos ligandos

son lisofosfolipidos y otros de carécter lipidicos; estos, al activar el receptor, inducen la secrecion
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de insulina; sin embargo, estudios sugieren que no solo puede actuar en las células B, sino que,

también podria estimular las células a pancreaticas (Li et al. 2018).

Alfa-glucosidasa

Alfa-glucosidasa (a-glucosidasa) es una enzima que permite hidrolizar carbohidratos
(polisacéridos, oligosacéridos y disacaridos); esta se encuentra en la superficie luminal de las
microvellosidades intestinales, induciendo una retrasada absorcion de la glucosa, y una reduccion
de glucosa postprandiales; es relevante, ya que no causa hipoglucemia, y puede reducir la

intolerancia a la glucosa (Delgado, 2019).

Proteina tirosina fosfatasa 1B (PTP-1B)

Se han realizados estudios en los que se evidencia que la PTP-1B podria mejorar la
sensibilidad a la insulina en diferentes tejidos; por lo anterior, se la ha tomado importancia como
posible diana farmacologica. La PTP-1B participa en la regulacion negativa de insulina (Figura 18)
y el sistema de leptina; su principal funcion es catalizar la desfosforilacion de los residuos de
tirosina (pY1162/pY1163), pertenecientes a la subunidad del receptor b de insulina (IRb) y el
sustrato del receptor de insulina 1 (IRS-1); por lo anterior, este influye tanto en la duracion como
en la amplitud de la respuesta celular a la insulina (Hussain et al. 2017).

Figura 18. Via de sefializacion de insulina donde participa PTP-1B
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Nota: Delgado (2019, p. 16).

Aldosa reductasa

Esta enzima se ha relacionado con el metabolismo de la glucosa; esta participa a través de
la via de los polioles, la cual se basa en la reduccién de la glucosa a sorbitol y posteriormente, este
se convierte a fructuosa, por lo que, en un paciente diabético se encuentra alterado, explicando esto
la toxicidad celular causada por la hiperglucemia (Lorenzi, 2007). Por tal razon, se ha investigado
si la inhibicion de esta podria ser beneficiosa como tratamiento en la diabetes (Quattrini y La Motta,
2019).

11p-hidroxiesteroide deshidrogenasa 1

11 B HDS1 es una enzima bifuncional, dependiente de las concentraciones de

NAD(H)/NAD, la cual esta implicada en la activacion de cortisona a cortisol; el efecto a nivel
hepético de esta enzima incrementa la produccion de glucosa hepatica, por medio de activar la
transcripcion de fosfoenol piruvato quinasa (PEPCK); dicho aumento es independiente ante
cualquier interaccion con insulina, &cidos grasos libres (FFA) o glucagén. La accion anémala de
11 B HDSI1 se ve relacionada con la DM2; ademas, podria relacionarse con el sindrome de Cushing,
debido al efecto a nivel del cortisol (Shukla et al. 2019).

Glutamina fructuosa-6-fostato amidotransferasa (GFAT)

Esta enzima es parte de la familia de las amidotransferasas clase Il; se caracteriza por su
grupo amino terminal cisteina; este actia como un catalizador nucleofilico. La funcion de esta
enzima es regular la via biosintética de las hexosaminas; existen isoformas de esta, las cuales se
relacionan con patologias como la DM2 y el cancer. En relacion con la DM2, la enzima GFAT se

encuentra sobreexpresada, y aumenta la resistencia a la insulina (Oliveira et al. 2020).

Existen dos isoenzimas de GFAT, las cuales se codifican por genes separados; ademas, se
encuentran en diferentes tejidos; por ejemplo, la isoforma GFAT1 se expresa a nivel de pancreas,
placenta, masculo esquelético principalmente, mientras que GFAT2 lo hace en el sistema nervioso

central y corazon (Agredo, 2017).
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Proteina tirosina fosfato (PTP)

Las PTP pertenecen a la familia de enzimas con funcion de catalizar la desfosforilacion de
proteinas tirosina fosforiladas, por lo que participan en diversas sefiales celulares. La PTP mas
estudiada, debido a su papel en la regulacion de la insulina, es el PTPB1; ademas, se relaciona con
patologias como la obesidad, las enfermedades cardiacas, el cancer de mama y de prostata. En
cuanto a su principal funcion, es desfosforilar residuos de fosfotirosina, de suma relevancia, ya que
este residuo es la forma activa del receptor de insulina; estudios en modelos animales han
demostrado que la deficiencia de PTPB1 induce menor resistencia, y aumenta la sensibilidad a la

insulina (Paredes et al. 2014).

Receptor de insulina tirosina quinasa (RTKSs)

Los RTKSs son una familia de receptores de superficie celular de factores de crecimiento
(hormonas, citocinas y factores de crecimiento) con actividad intrinseca de cinasas de tirosina;
estos, al ser estimulados por su ligando, se autofosforilan en residuos de tirosina. La expresion de
estos se controla por medio de cambios en la demanda metabolica. EI buen funcionamiento de
RTKs es importante, ya que regulan el metabolismo de glucosa y lipidos (Zhao, Jung, Jiang y
Svensson, 2020).

Generalidades de sintesis organica quimica

Sintesis organica quimica

La sintesis quimica se define como la aplicacion de una o varias reacciones con el fin de
preparar un compuesto de interés; esta puede obedecer a un paso de transformacion o varios (Carey
y Sundberg, 2007). En el proceso de construccion de sintesis de una molécula organica, consiste
en planificar y sistematizar los principios y metodologia implicados en el proceso de obtener
moléculas organicas por medio de reacciones quimicas (Marcano y Cabrera, 2016). Este proceso
es ampliamente utilizado en el desarrollo de farmacos; en la mayoria de los casos las estructuras
principales provienen de productos naturales. Estas moléculas se originan principalmente debido
al metabolismo secundario de algunas plantas, y estas, a su vez, provienen del metabolismo
primario (Pérez y Jiménez, 2011).

El proceso de obtencion de moléculas nuevas involucra los siguientes procesos: 1)
Incorporaciones: por ejemplo, aumentar el nimero de atomos de la molécula precursora. 2)
Degradacion: en este proceso se da una disminucion del namero de atomos en la molécula, y c)

Reordenamiento de los atomos (se mantiene el tipo y nimero de atomos). Estos procesos antes
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mencionados podrian verse involucrados simultaneamente en un proceso de sintesis, o bien
presentarse individualmente (Marcano y Cabrera, 2016).

Para obtener una sintesis mas efectiva, es recomendable, previamente, realizar estrategias
que permitan agilizar este proceso. Una metodologia de estrategias de sintesis Optima es la que
involucra la cantidad minima de etapas para obtener la molécula que se desea. Ademas, con las
estrategias se busca evitar las etapas o pasos no productivas; por ejemplo, evitar utilizar grupos
protectores o procesos redox (Bradshaw y Bonjoch, 2015).

Debido a la complejidad de los procesos de sintesis, se realiza una recopilacion de datos
relevantes, como las flechas (Figura 19); estas son esenciales para explicar las diferentes reacciones
y procesos que ocurren durante una reaccion. Las més conocidas son las flechas rizadas,
usualmente implementadas en el mecanismo de reaccion, las flechas de resonancia, caracterizadas

por sus dos puntas, flechas de equilibrio y flechas simples, que son cominmente empleadas.

Figura 19.Resumen de las flechas y su significado

Informacion sobre flechas

Flechas
a
5 AT = La reaccién B con a convierte A en B
e reaccion (un paso)
alb :
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0 reaccion (varios pasos) convierte Aen B
- solvente N
V—— A & Reaccion B con a en disolvente adecuado
convierte Aen B
— equilibric a
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Nota: Elaboracion propia, adaptada de Dewick (2006).

Tipos de sintesis organica
Existen diversos tipos de sintesis organica, que se clasifican segun el tipo de reacciones y
como se dan estas reacciones. Las principales serian: adiciones, eliminaciones, sustituciones y

rearreglos (Figura 20). Las reacciones de adicion se describen como la adicion de dos reactivos
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entre si, formando un solo producto final sin a&tomos sobrantes. En cambio, en las reacciones de
eliminacion solo participa un reactivo, el cual se separa para formar dos productos; cominmente
los productos son moléculas pequefias. Con respecto a las reacciones de sustitucion si participan
dos reactivos, pero no forman un solo producto. Finalmente, en las reacciones de arreglo solo
participa un reactivo, pero este no se divide, sino que se reorganiza, tanto en 4&tomos como en
enlaces (McMurry, 2012).

Figura 20.Ejemplos de reacciones de sustitucion, eliminacion, adicién y
reordenamiento

Sustitucion
Br HO- OH
e
Br se sustituye por OH

Eliminacién
OH H*

H

H20 se elimina para formar doble enlace
Adicion

Br2 Br

Br2 se anade a fravés de un doble enlace

reordenamiento

ISP

el esqueleto molecular ha sido reorganizado

Nota: Elaboracion propia, adaptada de Dewick (2006).
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Las reacciones antes mencionadas se subdividen segun el tipo de reactivo a usar; por
ejemplo, las reacciones de adicién se subdividen en adicién nucleofilica, adicion electrofila o
adicion de radicales. Generalmente, son utilizadas en sintesis organica, por lo que se mencionaran

por aparte.

Reacciones nucleofilicas o sustitucion nucleofilica.

Las reacciones de sustitucion hacen referencia a los cambios de un grupo por otro. En este
caso, al ser nucleofilico, el reactivo debe ser un nucleofilo, y este desplaza a un grupo saliente.
Usualmente se abrevia como SN2; es de cardcter biomolecular, debido a que cinéticamente
interacttan dos especies, los cuales determinan la velocidad (Dewick, 2006).

Figura 21.Ejemplo de reaccion SN2

©

, X :
0 X3 ~5- e A X S)
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= § Z Reaccion
nucleofilo - concertada
Grupo
saliente ; :
parciaimente unido Inversion de la configuracion
estado de transicion
Extremo positico del enlace C-Br
polarizado

Nota: Elaboracion propia, adaptada de Dewick (2006).

La interaccion entre el grupo saliente y el carbono induce la polarizacion del enlace,
proporcionandole carga parcial positiva, facilitando, asi, el ataque de nucledfilos. Los electrones
provenientes del nucleéfilo se afiaden al grupo saliente, con el fin de mantener la regla del octeto.
La caracteristica mas relevante es la electronegatividad en cuanto al grupo saliente. La velocidad
con la que se da una SN2 depende de la naturaleza del sustituyente unido al atomo atacado por el
sustituyente y la naturaleza del grupo saliente, efectos del solvente (Dewick, 2006).
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Reacciones electrofilicas

En este tipo de reacciones los reactivos son electrofilicos; se enlazan a atomos, los cuales
son ricos en electrones; por ejemplo, los enlaces multiples (alquenos, alquinos y aromaticos), que
presentan electrones mt, brindandoles alta densidad de electrones; debido a esto, se encuentran mas

polarizados, permitiéndoles reaccionar con electréfilos.

Figura 22.Ejemplo de reaccion electrofilica

e®
S
\ ‘} / Lento E /“ @ Rapida
V. C=C \ — - g @ NU == g 3

Los electrones 1 fiuyen del electrofilo formando el enlace o =
El carbocation resultante es Eliminacion del doble enlace con

atacado por un nucléofilo la adicién del nucledfilo

Nota: Elaboracion propia, adaptada de Dewick (2006).

Existe también la clasificacién segun la naturaleza (parcial o total) y secuencia (lineal o
convergente). En el caso de la sintesis parcial, la materia prima es de caracter natural, de estructura
mas complejas; en cambio, en la sintesis total, las moléculas presentan estructuras simples, y es de
caracter lineal. Una sintesis de tipo lineal, consiste en que cada cambio o paso es precursor de los
siguientes cambios. Mientras que, en una sintesis convergente, ocurre que se obtienen productos
intermediarios debido a la unién de dos precursores (Smith y March, 2007).

En la sintesis racional existe una esquematizacién de los proceso estructurales y funcionales
que se afiaden de manera logica, con el fin de comprobar estructuras. Si bien todos los procesos
deben apegarse a la l6gica, puede ser que se den transformaciones no convencionales; al proceso
anterior se le denomina sintesis irracional (Bradshaw y Bonjoch, 2015).

Reacciones polares

Las reacciones polares (Figura 23) son originadas gracias a la atraccion eléctrica entre

centros polarizados, positiva y negativamente, de los grupos funcionales involucrados en el

proceso. El tipo de distribucidn electronica corresponde a la asimétrica (formacion de enlaces
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asimétricos), debido a la diferencia de electronegatividades de los &tomos unidos. Las reacciones
menos comunes, en comparacion con las reacciones polares, corresponden a las reacciones por
radicales libres; estas consisten en el rompimiento y formacion de enlaces simétricos; un radical
tiene la caracteristica de ser altamente reactivo, y posee un nimero de electrones impar (McMurry,
2012).

Figura 23. Patrones de polaridad en algunos grupos funcionales comunes
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Nota: McMurry (2012, p. 191).

Mecanismo de reaccion quimica

A la descripcion detallada de los pasos que se ven involucrados en una sintesis se le
denomina mecanismo de reaccion. Este describe no solo las etapas de transformacion quimica, sino
que también describe cules enlaces se forman, se rompen, la velocidad y el orden en que suceden,
tomando en cuenta los reactivos utilizados y todos los productos que se fueron formando en el
transcurso de la sintesis. Los procesos de rompimiento de enlaces, en el caso de enlaces covalentes,
presentan dos maneras (Figura 24) de la forma simétrica (homolitico), en la que un electrén
permanece en cada fragmento, y la forma asimétrica (heterolitico), donde ambos electrones se
guedan en un solo fragmento, el cual provoca que uno de los fragmentos quede en un orbital vacio.
De igual manera sucede la formacion de enlaces (véase también la figura 24); en el caso de ser
asimétrico, el reactivo dona los electrones enlazantes, y si es simétrico, ambos reactivos donan los

electrones para formar un enlace (McMurry,2012).

Figura 24. Tipos de rompimiento y formacion de enlaces

Rompimiento Formacion
radical A : B > A+ 4+ Ad + « A radical
polar A ° AT+ At 4 . A p polar

Nota: Adaptada de McMurry (2012).

En el proceso del mecanismo de reaccion, existen diversos procesos implicados, y uno de
los méas importante es el de la constante de equilibrio. Este pardmetro permite determinar a qué
lado de la reaccidn esta favoreciendo la reaccién; por ejemplo, si la constante de equilibrio es mayor
a 1, la concentracion de productos es mayor; en caso contrario, si el valor de esta es menor a 1; en

cambio, si el valor es muy cercano a 1, las concentraciones de reactivos y productos se encuentran
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en equilibrio. En las reacciones que son favorables hacia los productos, la energia de los productos
debe ser menor a la de los reactivos; se necesita que se libere energia. Otro parametro importante
es la energia libre de Gibbs (AG); esta se define como el cambio de energia involucrada en una
reaccion quimica. El valor de AG debe ser negativo para que una reaccion sea favorable; si el valor
es positivo, la reaccion no es favorable (McMurry, 2012).

La estructura con mayor energia, en una reaccion quimica, se representa en el estado de
transicion (Figura 25); al poseer mucha energia, esta es inestable y no se puede aislar; para
determinar la velocidad en la que se sucede la reaccion se utiliza el parametro “energia de
activacion”; este corresponde al resultado de la diferencia de energia de los reactivos y el estado
de transicion. La relacion entre la velocidad de reaccion y la energia de activacion es inversamente
proporcional; por ello, si la energia de activacion es alta, la velocidad sera lenta, y esto se puede
explicar por la cantidad de colisiones que suceden en la reaccion. Con la informacion anterior se

puede predecir la etapa determinante de la velocidad de la reaccion (McMurry, 2012).

Figura 25. Representacion de coordenada de reaccién

Estado de transicion

Reactivos --

Productos

Nota: Ballestero et al. (2013).

Algunos intermediarios importantes son los carbocationes y carbaniones. Los carbocationes

son cationes donde la carga positiva se encuentra en un dtomo de carbono. En cuanto a los
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carbaniones, son aniones, y su carga se encuentra, al igual que los carbocationes, sobre un &tomo
de carbono. Ademas, es importante conocer la naturaleza de los reactivos, ya que, dependiendo de
esta, asi sera su comportamiento; por ejemplo, los reactivos electrofilos (aceptores), los cuales
poseen un orbital vacio o que tiene mayor probabilidad de liberarse si sucede una reaccion, estos
reaccionan con reactivos con carga negativa, mientras que los reactivos nucle6filos (donadores)
poseen un par de electrones sin compartir, y reaccionan con reactivos con baja densidad electronica

(Ballestero, Claramunt, Sanz y Teso, 2013).

Retrosintesis y su relacion con el proceso de sintesis organica
La retrosintesis fue introducida en la Sintesis Organica por el quimico Elias J. Corey, en el
afio 1990. El defini6 una serie de reglas, con el objetivo de obtener la molécula deseada, por medio
del analisis y rupturas imaginarias de ciertos enlaces; el resultado de estas rupturas se nombré como
sintones; ademas, estos sintones tienen un equivalente sintético. La ruptura de estos enlaces se
realiza hasta obtener las moléculas iniciales (reactivos); este método permite sistematizar el

proceso de sintesis (Figura 26).

Figura 26. Representacion del analisis retrosintético

SINTONES
ANALISIS

RETROSINTETICO
Molécul 5 5 EQUIVALENTES
Boseis | ——> | ® : STENC0s

Desconexidn

Moléculas
SINTESIS | precursoras

Reaccion

Nota: Ramos (2016).

La metodologia de retrosintesis se centra principalmente en dos bases: estrategia sintética
y téctica sintética; estas bases permiten realizar las modificaciones de manera eficaz. La estrategia

sintética permite visualizar los enlaces, y asi realizar la union o corte de esos especificamente,
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segun la necesidad o la molécula que se desea obtener; en cuanto a la tactica, se enfoca en el modo
(reactividad), por lo cual se lograra el corte o la unién de dichos enlaces (Smith, Harwood y Baran,
2018).

El analisis retrosintético se compone por desconexiones, transformada, sintones, retrones,
entre otros. Es necesario definir cada uno por aparte para una mejor comprension. La desconexion
se define como un proceso mental que se realiza para romper enlaces de forma logica, que resulta
en la formacidn de fragmentos o sintones; esta es logica siempre y cuando cumpla con: debe existir
un mecanismo de reconexion razonable, conduce a fragmentos relativamente estables, y debe
representar la mayor simplificacion posible. No obstante, si se requiere realizar desconexiones
ilogicas, se deben hacer solamente si son dtiles. La transformada es el proceso contrario a la
reaccion; se representa por una flecha doble; su significado es “proviene de”. En cuanto el sinton,
también es llamado fragmento, el cual posee un equivalente sintético; estos se relacionan con las
formas de resonancia de los sintones. Finalmente, el retrén estd compuesto por el elemento

estructural necesario para realizar una desconexion (Tubert, 2001).

Figura 27. Comparacién de reaccién con su transformada retrosintética

elemento direccion sintética direccidn retrosintética
paso reaccién transformada

flecha —> | —

estructura de partida (cola reactivo objetivo

de la flecha)

estructura resultante producto precursor

(punta de la flecha)

subestructura requerida grupos funcionales retrones

para la operacién

Nota: Tubert (2001).
Los retrones parciales son subestructuras que sugieren posibles retrones; en este caso, se
puede usar una transformada auxiliar, con el fin de completar, y permite una transformada
simplificada. Algunos criterios a tomar en cuenta para un éptimo analisis retrosintético son los

siguientes: los cortes entre enlaces C-C y C-X (haldgeno) son preferibles; usar enfoque convergente
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es mas eficaz que un enfoque divergente; las desconexiones deben generar sintones facilmente
identificables; la sintesis debe ser corta; las reacciones a utilizar no deben formar mezclas. Ademas
de lo antes mencionado, es relevante mencionar que las desconexiones deben realizarse o mas

cercanas a grupos funcionales que son parte de la molécula objetivo (Tubert, 2001).

IBM RXN for Chemistry

El proceso de analisis y desarrollo de sintesis es un proceso tedioso, por lo que se han
desarrollado programas con el fin de agilizar dicho proceso. American Chemical Society (ACS) es
una empresa que desarrollé IBM RXN, la cual es una herramienta de inteligencia artificial gratuita,
basada en un transformador molecular que utiliza una interfaz de dibujo, con el propoésito de
predecir reacciones quimicas organicas, via retrosintesis, experimentos, entre otros. IBM RXN for
chemistry utiliza el sistema simplificado de entrada de linea de entrada molecular (SMILES), el
cual permite visualizar moléculas como secuencia de caracteres. Esta 1A se entrend con una
combinacién de conjuntos de datos de reacciones de alrededor de dos millones de reacciones
(Schwaller et al. 2019).

Los resultados obtenidos, mediante IBM RXN for chemistry, tienen una precision del
90,4% con respecto a los datos de referencias; este algoritmo basa sus predicciones en
transformaciones quimicas selectivas (quimioselectiva, regioselectiva, esteroselectiva); ademas,
estima sus propias incertidumbres por cada modelo; dicha estimacién les brinda mayor respaldo a
los datos obtenidos (Schwaller et al., 2019).

Biomoléculas y su relacion con los grupos funcionales

Existe diversidad de compuestos presentes en organismos Vvivos; estos compuestos son
conocidos en la actualidad como biomoléculas (Tabla 14) de origen organico o inorganico. La
importancia de estas se debe a que son indispensable para el funcionamiento de los organismos
vivos; estas moléculas poseen grupos funcionales que les permiten diferenciarse, tanto
estructuralmente como en sus propiedades fisicoquimicas. Las biomoléculas organicas en su
mayoria provienen de los hidrocarburos, por lo que la formacion de estas se da mediante la union
de grupos de atomos al esqueleto hidrocarbonado, y en su mayoria contienen varios grupos

funcionales en su estructura (McKee, R. y McKee, J., 2014).
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Tabla 14. Clases principales de biomoléculas

Molécula pequefia Polimero Funciones generales
Aminoacidos Proteinas Catélisis y elementos
estructurales

AzUlcares

Carbohidratos

Fuentes energéticas y

elementos estructurales

Acidos grasos N.A. Fuentes energéticas y
elementos estructurales de las
moléculas lipidicas complejas

Nucleétidos DNA Sintesis genética

RNA Sintesis de proteinas

Nota: McKee y McKee (2014).

Los bioelementos que forman parte de las biomoléculas mas abundantes son carbono (C),

hidrégeno (H), oxigeno (O) y nitrogeno (N); estos les permiten formar enlaces covalentes entre

ellos; en el caso de los atomos de carbono, les permiten formar esqueletos tridimensionales;

ademas, permiten la formacion de dobles y triples enlaces, entre otras (Garrido et al., 2006). Los

grupos funcionales son atomos o grupo de atomos que poseen estructura y geometria definidas;

estos les confieren propiedades caracteristicas a las moléculas que las integran; estos se clasifican,

segun su carga y polaridad, en hidrofobicos o hidrofilicos; los principales son: alcoholes, aldehidos,

cetonas, acidos carboxilicos y sus derivados (McKee y McKee, 2014).
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El grupo de alcoholes se compone por atomos de carbono (C), hidrégeno (H) y oxigeno
(0); estos son compuestos ternarios. La clasificacion de este grupo depende de la naturaleza del
carbono; dentro de esta clasificacion se encuentran los alcoholes primarios, secundarios y
terciarios. En su estructura pueden presentar un grupo alquilo y un grupo hidroxilo; sus propiedades
fisicas son similares a las de los hidrocarburos y el agua; al aumentar la cadena carbonada causa
que aumente la caracteristica apolar, caso contrario, al aumentar el nimero de hidroxilos, su
caracteristica polar aumenta (Macarulla y Gofii, 2002).

Si el grupo hidroxilo (-OH) se encuentra unido a un anillo aromatico, recibe el nombre de
fenol. Estos grupos mantienen las propiedades similares a las de los alcoholes; no obstante, poseen
mayor acidez; las propiedades fisicas de los alcoholes, al presentar el hidroxilo (-OH), aumentan
los puntos de fusion y ebullicion; esto se debe a los puentes de hidrégenos. En cuanto a la
solubilidad, esta aumenta, porque, siguiendo la teoria de que “igual disuelve a igual” el hidroxilo,
al ser semejante al agua, esté en la estructura en que se encuentre, aumenta la solubilidad de la
misma. En comparacion con la estabilidad de los hidrocarburos, los alcoholes son productos
estables, ya que estos solo reaccionan a temperatura y presion altas (Nufiez, 2012).

Los aldehidos y cetonas se conforman por el grupo funcional carbonilo; estos se originan
debido a reacciones de oxidacion de alcoholes, y se consideran derivados de hidrocarburos. Se
diferencian entre si debido al tipo de carbono en el que sucede la sustitucion; si ocurre en un C
primario, este da origen a un aldehido, y si es en un C secundario, dara origen a una cetona. En
cuanto a las propiedades de este grupo, su polaridad va a estar determinada por el grupo carbonilo,
y esta es menor a la conferida por el grupo hidroxilo. Este grupo tiene las propiedades quimicas de
ser transformado en otros compuestos; por ejemplo, puede transformarse en alcoholes por medio
de la reduccion del grupo carbonilo, que al poseer enlaces dobles son reactivos y pueden originar
reacciones de adicion (Macarulla, 2002).

Los acidos carboxilicos, al igual a los aldehidos y cetonas, poseen en su estructura el grupo
carbonilo; sus propiedades son similares; sin embargo, brindan mayor solubilidad y acidez; esto se
debe a que presentan en su estructura tanto el grupo carbonilo como el hidroxilo, lo que induce que
el hidrégeno presente tiende a ionizarse. Esta propiedad acida es menor en comparacion con los
acidos inorganicos (Nufiez, 2012). El grupo carboxilo condiciona la polaridad y la capacidad de
establecer enlaces de hidrdgenos, por lo que condiciona la afinidad por el agua. Su alto poder &cido
se debe a que posee una elevada deslocalizacion de la carga negativa; dependiendo del estado,
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puede formar el anion carboxilato; la resonancia es totalmente equivalente, y la carga negativa se
encuentra situada en los oxigenos, los cuales son altamente electronegativos (McMurry, 2012).

Los compuestos éteres se originan gracias a la condensacion de dos compuestos alcoholes;
en su estructura caracteristica siempre habrd un oxigeno de union a las cadenas de radicales
hidrocarburos. Lo antes mencionado le proporciona mayor volatibilidad; su solubilidad es menor,
pues no comparte similitudes con el agua, en comparacion con el grupo hidrocarburos; por ello, es
casi insoluble en agua. Poseen poca reactividad, otorgandoles buena estabilidad (Nafiez, 2012).

Los esteres, al igual que los éteres, se forman por medio de la condensacion; sin embargo,
las moléculas de inicio no son dos alcoholes, sino que son un acido carboxilico y una de alcohol.
Comunmente, los compuesto ésteres son nombrados como sales. Sus propiedades fisicas les
otorgan poca estabilidad; son los de mayor peso molecular; son pocos solubles en agua y solventes
no polares. El grupo anhidros esté constituido por compuestos formados por la condensacién entre
dos acidos carboxilicos; poseen alto punto de ebullicion; son altamente inestables, y por ello son
muy reactivos (NUfiez, 2012).

El grupo amina se compone por las sustituciones de un radical organico por un hidrégeno
del amoniaco; estas se clasifican en aminas primarias, secundarias y terciarias; esta clasificacion
se define segln la cantidad de reemplazos. Sus propiedades, al igual que la clasificacion, van a
depender de la cantidad de modificaciones; por ejemplo, una amina primaria y una secundaria
presentan menor punto de ebullicion que los alcoholes y mayor que la de los éteres. Forma
compuestos estables; este grupo varia a los demas, debido a que presenta cierto grado de alcalinidad
proveniente del amoniaco. Las amidas se forman al reaccionar una amina con un radical
hidrocarburo, brindandoles una polaridad intermedia. Finalmente, el grupo nitrilo se forma debido
al reemplazo en la molécula del acido cianhidrico, donde se cambia un hidrégeno por un radical
hidrocarburo; estos, al igual que las amidas, poseen una polaridad intermedia; son estables, y
difieren en que son altamente peligrosos, debido a la presencia del cianuro en su estructura (Nufiez,
2012).

El grupo funcional que posee &tomos de azufre en su estructura mas importante es el de los
tioles, el cual posee un alcohol, y se reemplaza el oxigeno de la molécula del alcohol por una de
azufre. Los halégenos son moléculas que también pueden ser parte de los grupos funcionales; estos,

al combinarse con hidrocarburos, resultan en productos estables; sin embargo, aumentan la
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densidad y el punto de ebullicion. Los menos usados son los derivados fluorados; esto se debe a
que el fluor es altamente reactivo (Nufiez, 2012).

El grupo aromaético se representa principalmente por el benceno; no obstante, a los
compuestos que poseen un sistema conjugado ciclico también se les atribuye la definicion de
aromaticidad. Forman parte de muchas estructuras bioldgicas; por ejemplo, de acidos nucleicos y
aminoacidos. Sus caracteristicas son: estructuralmente ciclicos, planos y conjugados; son estables;
reaccionan con electrofilos, por lo que dan productos de sustitucion; por ello se mantiene la
estructura, en vez de cambiar, como seria el caso de las reacciones de adicion. La zona donde
ocurrird la sustitucion (Figura 28) es relevante, debido a que algunos grupos van a delimitar o
dirigir la sustitucion; por ejemplo, las aminas son activantes fuertes de la posicion orto (1,2) y para
(1,4), mientras que los acidos carboxilicos o el grupo nitro dirigen la sustitucion a posicion meta
(McMurry, 2012).

Figura 28. Visualizacion de las posiciones de los sustituyentes en un
benceno

Posicion meta _—
Posicion orto

posicion para
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Nota: Elaboracion propia (2021).

Principales transformaciones moleculares y estrategias

Los cambios estructurales de la molécula original (ligando) dependen de acuerdo con las
estrategias del investigador; sin embargo, usualmente se basan en tacticas previamente utilizadas
como: apertura o cierre de anillos aromaticos, adicion de grupos polares, grupos bésico, acidos,
insaturaciones, entre otras. Antes de realizar cualquier modificacion estructural, se deberia conocer
la estructura tridimensional del centro activo, ya que cualquier cambio en este sitio podria ocasionar
la actividad terapéutica (Albaladejo, 2016).

La sustitucion bioisotérica se basa en la teoria de que compuestos de una misma actividad
biolégica poseen una misma estructura, 0 comparten partes responsables de dicha actividad; por
ello, sustituir los grupos con igual distribucion electrénica conduce a nuevos compuestos
(analogos) con actividad farmacolodgica (Escalona et al., 2008). La definicion de bioisoterismo hace
referencia a fragmentos, atomos, grupos de atomos presentes en una estructura bioactiva, los cuales
presentan voliumenes moleculares, forma, electrones, distribuciones y propiedades fisicoquimicas
similares. Esta estrategia tiene como objetivo mejorar propiedades farmacocinéticas,
farmacodinamicas y toxicologicas; ademas, se utiliza para aumentar la selectividad y potencia con
la diana terapéutica (Limay Barreiro, 2017).

En relacion con lo anterior, antes de implementar la estrategia de bioisomerismo, es
necesario conocer previamente la interaccion del farmaco6foro con la molécula que se desea evaluar
dicha accion terapéutica; esto permite conocer las contribuciones moleculares de cada parte de la
molécula, las cuales son responsables de dicha union. Existen criterios ya establecidos que se deben
tener en cuenta si se desea utilizar esta metodologia; estos factores son: tamafio y volumen
molecular, distribucién electronica de atomos, considerando la hibridacion, polaridad, angulos,
efectos inductivos y la distancia de los enlaces. Se debe tomar en cuenta la liposolubilidad y la
hidrosolubilidad; ademas, es necesario tomar en cuenta la reactividad quimica de los grupos
presentes y de los grupos isosteros por los cuales se van a intercambiar. Finalmente, se deben
considerar las conformaciones, diferencias de en formar enlaces hidrogeno (Lima y Barreiro,
2017).



Figura 29. Ejemplos de bioisémeros clasicos y no clésicos en la
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Nota: Limay Barreiro (2017, p. 188).

Las modificaciones, que se les realizaron a las moléculas que tienen potencial efecto
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terapéutico antidiabético, permitieron que se desarrollara una base en la unificacion de farmacoforo

(Figura 30). Un farmacdéforo se define, segun Heras (2017), como “el fragmento estructural minimo

necesario para que un farmaco presente actividad, es decir la parte de la estructura que interacciona

con la diana farmacologica” (p. 15). La unificacion le permite al investigador conocer las partes

fundamentales, como la region acida y aromatica, que es el fragmento que interactta con el sitio

de union. La region hidrofobica, que también interacta con el sitio de union, favorece la energia
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de union. En cuanto al espaciador, este le brinda libertad de conformacion para mejorar el
ensamblaje con el sitio activo de la diana molecular (Delgado, 2019).

Figura 30. Farmacoforo unificado para compuestos antidiabéticos
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Nota: Delgado, (2019).

La modulacion molecular es una técnica que se basa en variar limitadamente la molécula

original. Estas limitaciones son: en extension, se deben mantener las caracteristicas iniciales de la
molécula de partida, y en nimero (posiciones a modificar). Este método es ampliamente utilizado
y se subdivide en modulacion, simplificacion y union de elementos activos. La modulacién toma
en cuenta la isomerizacion, la homologia, la alquilacién, las ramificaciones, la saturacion, la
insaturacion, los cambios en la posicion de las insaturaciones, la adicion de sistemas ciclicos. Por
su parte, la simplificacion consiste en romper la molécula en busca de la parte con la actividad
bioldgica; es compleja, debido a que se necesita tener vasta comprension en estructura
tridimensional, ademé&s del comportamiento conformacional del compuesto. Finalmente, la unién
de elementos activos se basa en una recopilacion y union de moléculas que han demostrado ser
activas (Escalona et al. 2008).

Afadir grupos polares (alcoholes, aminas, acidos carboxilicos, entre otros) a la molécula
gue se desea optimizar da como resultado moléculas analogas con mejor solubilidad en agua, si
tiene caracteristica ionica o poseen fuerzas de atraccion intramoleculares fuertes con el agua. Otra
modificacion que aumenta la solubilidad es agregar grupos basico y &cidos, ya que pueden formar
sales; sin embargo, al estar en contacto con diferentes pH, podria causar que se forme una molécula
intermedia llamada zwitterion, la cual disminuye la solubilidad. En cuanto a mejorar la
liposolubilidad, afiadir grupos débilmente polares como los ésteres, haluros de arilo y alquilo, es
una buena opcién (Gareth, 2007).
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Una estrategia es la de cambios de forma y tamafio; para esta modificacion se puede realizar
cambiando: 1) el nimero de grupos metilenos de cadenas y anillos, 2) aumentando o disminuyendo
el grado de insaturacion, y 3) introduciendo o removiendo un anillo. En la primera modificacion
implica un aumento de la lipofilicidad del compuesto, mejor penetracion a través de las
membranas; sin embargo, esto puede disminuir la solubilidad en agua, traduciéndose en una pobre
distribucion en medio acuoso.

El aumentar o disminuir el grado de insaturacion afecta la capacidad del acople del analogo
y la molécula analoga; para aumentar la flexibilidad y, por ende, la capacidad de adaptacion a la
diana, se puede remover el doble enlace; caso contrario, al afiadir dobles enlaces, aumenta la rigidez
de la molécula; esta modificacién es importante. pues puede inducir cambios en la isomeria
geométrica, formando isomeros E y Z, ya que esto induce diferencias en la actividad bioldgica.

La introduccion de anillos, ademés de cambiar la forma, incrementa el tamafio; la utilidad
de esto es reforzar la union del analogo con la diana molecular. Otra opcion es introducir sistemas
aliciclico pequefios para reemplazar un doble enlace, debido a que es mas estable que los dobles
enlaces. En cuanto a la incorporacién de heterociclos y anillos aromaticos, incrementa la zona de
interaccion, implica un sistema & de electrones. Con la apertura o cierre de anillos, esta estrategia
permite aumentar la actividad de la molécula original, o la sustitucion en los anillos aromaticos
puede causar cambios en la intensidad y duracion del efecto farmacoldgico. Estos se caracterizan
por su rigidez, por lo que favorecen el orden estructural (Tellez, 2011).

El afiadir grupos metilos fomenta la lipofilicidad y reduce la solubilidad en agua, mejora la
absorcién de un analogo a una membrana bioldgica; la desventaja se debe a su poca fluidez en
medio acuoso intracelular, aumenta el coeficiente de particion; a mayor LogP mayor lipofilicidad.
Induce restricciones estéricas. Aumenta la tasa de metabolizacion, debido a la oxidacion del grupo
metilo, por lo que se elimina més rapido, favoreciendo el proceso de detoxificacion. Produce
demetilaciones, si se estd unido a atomos de nitrogeno y azufre; sin embargo, los unidos a
heteroatomos también pueden pasar por esto.

En cuanto al afiadir halogenos, aumenta la lipofilicidad y disminuye la solubilidad;
usualmente usados para aumentar la permeabilidad de membranas, deben estar balanceados. La
afectacion en la potencia va a depender de la posicion de la sustitucion para, orto y meta. Los
haluros de arilo (aromatico) y haluros vinilicos (alquenos) no reaccionan; solo se pueden usar

haluros de alquilo (alifaticos).
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CAPITULO III: MARCO METODOLOGICO
En este apartado se representan las decisiones que se toman para la presente investigacion
y lograr los objetivos propuestos, por lo que se compone por el enfoque, disefio, asi como por las
etapas para desarrollar la evaluacion de los analogos de la molécula delfinidina mediante métodos

in silico.

ENFOQUE DE LA INVESTIGACION
La investigacion tiene como enfoque el cuantitativo, ya que se basa en recoleccion y analisis
de datos en busca de responder la pregunta de investigacion, comprobandola o descartandola por

medio de hipdtesis (Azuero, 2018).

DISENO DE LA INVESTIGACION

El disefio de una investigacion se refiere a las estrategias o plan del investigador para
obtener respuestas a sus interrogantes o comprobar la hipotesis de investigacion; estos varian segun
el enfoque de la investigacion. El enfoque cuantitativo, al igual que el cualitativo, posee varios
tipos de disefios, entre ellos el experimental, el cual se clasifica en: preexperimentos, experimentos
puros (con control) y cuasiexperimentos (Hernandez Sampieri, Fernandez y Baptista, 2014).

Debido al tipo de enfoque en que se basa la presente investigacion, esta presenta
caracteristicas de un disefio experimental, pues permite manipular intencionalmente una o mas
variables independientes para evaluar las consecuencias de esta manipulacion, todo este proceso
bajo el control del investigador; por lo anterior, con este tipo de disefio se pretende evaluar las
moléculas analogas obtenidas por medio de la manipulacion de la molécula delfinidina mediante
métodos in silico (Hernandez Sampieri et al. 2014).

Por otra parte, esta investigacion posee caracteristicas de disefio exploratorio, el cual, segin
Hernandez Sampieri et al. (2014), se emplea cuando “el propdsito es examinar un fendémeno o
problema de investigacion nuevo o poco estudiado, sobre el cual se tienen muchas dudas o no se
ha abordado antes” (p. 106), ya que en la investigacion se propone evaluar moléculas analogas de
la molécula delfinidina y el potencial mecanismo de accion que estas pueden tener en la

prediabetes.



VARIABLES DE LA INVESTIGACION

Tabla 15. Operacionalizacion de variables que se manipularan

98

Objetivo Variable Definicién Indicador Instrumento
conceptual
1. Generar Moléculas Las moléculas | Se medirdn las | MarvinS-
una analogas de la analogas se | siguientes ketch,
biblioteca molécula definen como | propiedades herramienta
de andlogos | delfinidina. moléculas fisicoquimicas: web
de la obtenidas de SwissAD-
molécula modificaciones - Masa ME.
delfinidina realizadas en molecular.
por medio prototipos con - Coeficien-
de métodos potencial en un te de
in silico, area terapéutica reparto
conside- concreta. Estas LogP.
rando modificaciones - El ndmero
propieda- buscan mejores de
des propiedades donantesy
fisicoquimi- farmacocinéticas aceptores
cas de un y farmacodina- de enlaces
prototipo micas de
farmacol6- (Albaladejo, hidroge-
gico para la 2016). nos.
prediabe- - Area polar
tes. superficial.
- Refractivi-
dad.
Propiedades Las propiedades Se utilizan
fisicoquimicas fisicoquimicas los criterios
de un prototipo | son las que se de Ghose,
farmacologico. pueden medir vy Lipinski,
observar (Yaque, Muegge,
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consecuencia del
acople farmaco-

diana molecular y

2013); estas Veber y
propiedades Drug Lead
condicionan likeness.
procesos de gran

importancia  en

cuanto a

biodisponibilidad

del farmaco.

2. Analizar el | Anclaje El anclaje | Se mediran | UCSF-
anclaje molecular de | molecular, o | cambios en la| Chimera vy
molecular andlogos de la | también llamado | energia libre de | PyRx.
de los | molécula acoplamiento Gibbs, Delta G
analogos de | delfinidina. molecular, se | (kcal/mol), como
la molécula basa en buscar la | indicadores de la
delfinidina conformacion vy | afinidad de unién.
con posicibn  Gptima
posibles de un ligando
blancos dentro de una
molecula- diana molecular,
res, para por lo que su
definir  su funcién es
potencial proponer modelos
mecanismo de union (Saldivar
de accion et al., 2016).
terapéutico
en la
prediabe-
tes. Mecanismo de | La accion | Por medio de la

accion terapéutica hace | energia libre de
terapéutica. referencia a la | Gibbs.
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los cambios
bioquimicos y
fisiologicos que
ocurren de dicha

interaccion (Page

La metodologia
de sintesis hace
referencia a la
planificacion  de
los pasos
(reacciones) que
llevaran a cabo

para obtener la

y Maddison,
2008).

3. Disefar una | Metodologia de | La sintesis | Transformada. IBM RXN.
metodolo- la sintesis | orgénica se define | Retron.
gia de la | quimica del | como la | Sinton.
sintesis analogo de la | conversion de una
guimica del | molécula molécula en otra,
analogo de | delfinidina. implicando
la molécula procesos de
delfinidina, incorporacion,
que cumpla degradaciones y
con un peffil reordenamientos.
adecuado Los antes
de mencionados
candidato pueden o0 no
terapéutico ocurrir
de la simultaneamente
prediabe- (Marcano y
tes. Cabrera, 2016).
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molécula
deseada; esto se
basa en andlisis
retrosintético,
donde se inicia
desde el producto
final hasta llegar a
los compuestos

de partida.

Nota: Elaboracion propia (2020).

FUENTES DE INFORMACION
En este apartado se describen las fuentes de informacion utilizadas para el desarrollo de la
investigacion; estas se basan en articulos cientificos, tesis, libros y otras vias de informacién
confiable que se relacionan con el objeto de estudio. Al ser enfoque cuantitativo, la recoleccion de
estos datos se basa en instrumentos estandarizados. Los instrumentos de estudio que se toman en
cuenta son los que han demostrado ser validos y confiables en estudios previos, 0 se generan nuevos

basados en la revision de la literatura (Hernandez Sampieri et al., 2014).

Las fuentes que se consultaron para llevar a cabo la presente investigacion se basan en bases
de datos y revistas indexadas que se enfocan en la investigacion; por ejemplo: SciELO, EBSCO,
PubMed, Springer Nature, Annual Reviews, Elsevier, ACS Publications. Ademas, bases de datos
como Protein Data Bank (PDB), que proporciona datos de estructura tridimensional de proteinas y
acidos nucleicos, asi como PubChem; esta proporciona informacién como: propiedades fisico-
quimicas, actividad bioldgica, seguridad y toxicidad, patentes, entre otras, es de facil uso, pues
permite buscar por el nombre, formula molecular, estructura, entre otros (National Library of
Medicine, 2004-2020). Por medio de programas computacionales como: MarvinSketch, UCSF

Chimera, PyRX, entre otros, se realiza la biblioteca virtual.



102

INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE INFORMACION

MarvinSketch: es el programa de ordenador que recopila un conjunto de herramientas con
capacidad de disefiar, dibujar, rederizar, importar y exportar estructuras quimicas, permitiéndoles
ser convertidas a diferentes formatos de archivos quimicos y graficos. Ademas, permite calcular
propiedades integradas para la obtencion de resultados in vivo. Se puede usar para visualizar la
estructura de la o las moléculas en 2D y en 3D, por lo que se pueden ver reacciones. Es facil de
usar, ya que permite diferentes formatos; ejemplo: el codigo SMILE. (ChemAxon Ltd. 1998-2020).

PyRx: consiste en un programa de deteccion virtual, con el fin de descubrir
computacionalmente farmacos, pues permite analizar bibliotecas de compuestos frente a posibles
dianas de farmacos por medio del acoplamiento con una interfaz; ademas, posee una funcionalidad
similar a una hoja de calculo quimico, y una potente visualizacion esencial para el disefio de
farmacos basado en estructura. (Dallakyan, 2008-2010).

UCSF Chimera: es un programa gratuito de uso académico de visualizacion interactiva,
analisis de estructuras molecular y datos relacionados como: mapa de densidad, trayectoria y
alineaciones de secuencias. Ademas, permite generar imagenes y animaciones de alta calidad
(Regents of the University of California, 2000-2018).

SwissADME: se define como un sitio web que permite calcular descriptores de propiedades
fisicoquimicas, ademdas de predecir parametros de adsorcién, distribucion, metabolismo y
eliminacién (ADME), con funcién de respaldar el descubrimiento de farmacos (Swiss Institute of
Bioinformatics, 2019).

Open Babel: es una caja de herramientas quimicas de codigo abierto, que permite convertir
archivos quimicos a diferentes formatos. También permite el analisis o almacenamiento de datos
de modelado molecular, quimicos, materiales de estado sélido, bioquimicos o areas relacionadas
(O'Boyle et al. 2011).

IBM RXN: es un modelo de inteligencia artificial (Al), que permite de manera gratuita
predecir los resultados de reacciones quimicas o disefio de metodologia de retrosintesis. Ademas,
permite dibujar en 2D y modificar moléculas; esto se debe a que tiene incorporada la herramienta
Ketcher.

ACD/ ChemSketch (freeware): se define como una herramienta que permite dibujar

estructuras quimicas (organicas, organometalicas y polimeros). Ademas, incluye herramientas de
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calculo de propiedades moleculares (peso molecular, densidad, refractividad molar, entre otras) y
de visualizacion en 2D y 3D. Puede ser utilizada para efectos académicos como personales (Li,
Wan, Shiy Ouyang, 2004).

PROCEDIMIENTO DE RECOLECCION Y ANALISIS DE DATOS

Este apartado hace referencia a una muestra breve de la descripcion de la metodologia

empleada en el desarrollo de la presente investigacion.
Procedimiento de Recoleccion de Datos

Disefio de los analogos

En el disefio de la biblioteca virtual previamente se consultaron las bases de datos PubChem
(National Library of Medicine, 2004-2020), ChEBI (Hastings et al. 2016) en busca del cddigo
Simplified Molecular Input Line Entry Specification (Smiles) de la molécula delfinidina, para
poder modificarla, con el propdsito de obtener analogos con mejores propiedades fisicoquimicas y
afinidad con la diana molecular. Para llevar a cabo lo antes mencionado, se utilizo la herramienta
MarvinSketch, ya que este permite el disefio bidimensional; ademas, incluye MarvinView, con la
cual se pueden visualizar tridimensionalmente las moléculas obtenidas.

Las propiedades fisicoquimicas de las moléculas anadlogas de la biblioteca virtual, se
calculan por medio de la herramienta MarvinSketch y SwissADME, esta Gltima es una herramienta
web que permite calcular descriptores fisicoquimicos, ademas predice pardmetros
farmacocinéticos como: absorcion, distribucion, metabolismo y eliminacion (Daina, Michielin y
Zoete, 2017).

Anclaje molecular

Para el anclaje molecular, primero se consult6 la base de datos PDB (Berman et al. 2000),
con el proposito de encontrar la diana molecular de interés. Se utilizd la herramienta UCSF
Chimera (Regents of the University of California, 2000-2018), con el fin de limpiar la molécula
diana, debido a que esta permite eliminar solventes, iones y ligandos que podrian estar con la
molécula de interés; una vez limpia, se procedio a realizar la preparacion de la molécula con la
funcién Dockprep, que esta incluida en UCSF Chimera.

En cuanto a los analogos obtenidos previamente en el apartado anterior, se les realizo la

limpieza, y se prepararon por medio de Dockprep. Para finalizar la preparacion de los analogos y



104

la diana molecular, en caso de ser necesario se utiliza Open Babel para convertir los formatos, para
evitar cualquier problema en el momento de hacer el anclaje molecular.

Una vez preparados la diana molecular y los analogos, se procedio a realizar el anclaje
molecular por medio del programa PyRx (Dallakyan, 2008-2010). Con esta herramienta se
pretendia definir el sitio de union de los anélogos y la diana molecular, y segun los resultados
obtenidos de la energia libre de Gibbs, definir la mejor afinidad de union. Finalmente, por medio
de UCSF Chimera se visualizaron los anclajes moleculares.

En cuanto a la medicion de propiedades toxicoldgicas, se utilizo el programa OSIRIS
Property Explorer, este se enfoca en determinar efectos no deseados, por ejemplo, riesgo de
toxicidad como mutagenicidad, mala absorcion intestinal, irritacion, efectos en sistema
reproductivo, con el objetivo de predecir las posibles reacciones del analogo con mejor afinidad a

la diana (Ayati, Falahati, Irannejad y Emami, 2012).

Metodologia de sintesis quimica
Al obtenerse la molécula andloga con mejor afinidad a la diana molecular, se procedié a
disefiar la metodologia de sintesis quimica. Este proceso se realiz6 por medio del algoritmo IBM
RXN, el cual permite obtener analisis retrosintéticos. Ademas, se utilizé apoyo de libros y articulos
sobre sintesis organica.
Como se mencion0 anteriormente, la técnica que se utilizé fue el analisis retrosintético,
dicho método se basa en planificar hacia atras, partiendo desde el producto final hasta llegar a
compuestos de partida asequibles; esto mediante secuencia de pasos l6gicos, donde ocurriran
desconexiones o transformacion de enlaces, dando lugar a fragmentos (sintones), los cuales daran
origen a equivalentes sintéticos de moléculas mas sencillas precursoras (Ballestero et al., 2013).
Aunado a lo anterior, se utilizd la herramienta ChemSketch con el objetivo de disefiar la
visualizacion de los procesos que ocurren en dicha retrosintesis, ya que esta herramienta permite
dibujar estructuras quimicas (Li et al., 2004).
Anélisis de Datos
Disefio de analogos
Los datos se analizan tomando en cuenta los filtros de criterios de aceptacion establecidos
por Ghose, Lipinski, Muegge, Veber y Drug Lead likeness, debido a que, por medio de estos, se

pueden diferenciar farmacos potenciales de alta calidad y no farmacos, con el objetivo global de
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mejorar las posibilidades de que las moléculas lideres sean las de los candidatos clinicos exitosos
(Mignani, et al. 2018).

Anclaje molecular
Para diferenciar los analogos con mejor o peor anclaje (afinidad) molecular, se toma en
cuenta la energia libre de Gibbs (AG); la importancia de esta se basa en que permite evaluar si la
modificacion de un medicamento aumenta o disminuye la afinidad con su objetivo bioldgico,
estimando la estabilidad relativa de los diferentes compuestos. Ademas, esta se puede expresar en
términos de eficiencia de enlace (Meneses y Cuesta, 2015). La eficiencia de enlace y propiedades
termodinamicas constitutivas del AG (AH y AS), posibilitan proporcionar informacion sobre la
unién de una molécula con su ligando (Reynolds y Holloway, 2011).
Metodologia de sintesis
En el disefio de la metodologia de sintesis se utiliza el programa IBM RXN, debido a que
provee opcion de disefar retrosintesis, por lo que, al elegir los retrones y sintones que se disefiaron

previamente, se corroboran con este programa si son compatibles en la retrosintesis.
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CAPITULO IV: ANALISIS DE RESULTADOS
En este apartado se describen los resultados obtenidos a lo largo de la investigacion segin
los objetivos propuestos. Conforme a este orden, se discuten, mediante la clasificacion: disefio de
analogos, donde se discutirdn las metodologias en las que se basaron los cambios, asi como las
propiedades fisicoquimicas de la molécula original y los an&logos obtenidos; con respecto al
anclaje molecular, se discutirdn con mayor enfasis los resultados mas relevantes (mejor y peor
afinidad), comparandose con los datos bases de la molécula original. Finalmente, se discutiran los

resultados, la metodologia de sintesis, tomando en cuenta los datos de IBM RXN.

Disefio de analogos

Segun la revision bibliografica realizada sobre delfinidina y su potencial actividad
terapéutica antidiabética, se procedié a modificar la molécula original, con el fin de generar 25
moléculas analogas; para realizar dichas modificaciones se utilizaron las siguientes estrategias:
realizar la menor cantidad de cambios en la molécula, bioisoterismo, adicion de grupos polares,
homologia, apertura de anillos. La relevancia de las modificaciones, en esta etapa se analizaron
segun las propiedades fisicoquimicas de los analogos resultantes.

Por lo anterior, se analizaron las propiedades fisicoquimicas con respecto a los cambios
realizados en la molécula original, dichos datos de obtuvieron por medio de SwissADME, esta
herramienta web permite calcular descriptores fisicoquimicos, parametros ADME, propiedades
farmacocinéticas, entre otros, con el fin de respaldar el descubrimiento de farmacos (Daina et al.,
2017). No obstante, previo al andlisis de las moléculas analogas obtenidas, se procedi6 a evaluar
la molécula original (delfinidina) por medio de SwissADME, con el propdsito de conocer sus
propiedades fisicoquimicas (Tabla 16).Segun los datos recopilados (Tabla 17), la delfinidina no
cumple con dos de los criterios de drug-likeness; este posee mas de cinco donadores de hidrogeno,
por lo que se decide reducir los hidroxilos presentes, ya que son los que le proporcionan en su
mayoria los enlaces de ese tipo.
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Tabla 16. Resultados de parametros drogabilidad de delfinidina

Delfinidina
Parametro de drogabilidad Estado Motivo
Lipinski No cumple H-donadores >5
Ghose Si cumple
Veber Si cumple TPSA> 131,6
Egan No cumple H-donadores >5
Muegge No cumple

Nota: Elaboracion propia (2021).

Al analizar la estructura delfinidina (Figura 30), se visualiza en su composicion el grupo 2-
fenildipiridinico unido por un heterociclico correspondiente al anillo C, el cual se encuentra
sustituido por grupo hidroxilo (-OH). Estos grupos, al ser parte de los anillos arométicos, aumentan
su capacidad &cida, dicha caracteristica se debe a la estabilizacion la carga negativa por resonancia
(Aldabe y Aramendia, 2004), por lo que, segun el farmacoforo unificado (Figura 31), estos
contribuyen a la unién de la molécula al receptor GPR40. Por lo anterior, se decide no alterar en
gran medida la estructura basica de la delfinidina.

Figura 31. Visualizacion bidimensional de la delfinidina




108

Nota: Elaboracién propia (2021).

Los cambios realizados se fundamentaron segun la informacion sobre el farmacéforo
unificado (Figura 29) y las estrategias previamente descritas. Como menciona Delgado (2019), una
de las partes mas importantes es la region acida y la aromatica, por lo que se tomd en cuenta dicha
recomendacion. Con base en la estrategia de bioisomeros segun la clasificacion de Moir y
Langmuir, se usaron las siguientes modificaciones: sustitucion del grupo -OH por -O, -NH2 o -SH;
fenilos por tiofeno o naftaleno; acidos carboxilicos por -OH. Ademas, segun Delgado (2019), los
ligandos enddgenos que activan al receptor GPR40 son acidos grasos de largo y mediano tamario,
y se clasifican en agonistas caracterizandose por ser lipofilicos. Ademas, poseen una funcion
carboxilato o un biosostero de este, por lo que también se tomd en consideracion.

Los principales cambios que se realizé a la molécula original fue la apertura del anillo
heterociclico (anillo C), sustitucién del atomo de oxigeno por uno de nitrégeno, adicion de acidos
carboxilicos, éteres, presencia del atomo de nitrdgeno. Los cambios que representaron relevancia
en propiedades fisicoquimicas fue la eliminacion de grupos hidroxilos (-OH) la disminuyo la
solubilidad acuosa en los analogos que se les realizd, ademas, estos aumentaron su lipofilia. Esto
se debe a que eliminar -OH reduce la formacion de enlaces de hidrogeno, los cuales son importantes
para la solubilidad (NUfiez, 2012).

Entre las moléculas analogas obtenidas con informacion més relevante estan los analogos
6 y 13 (Tabla 17). El analogo 6 correspondid a la molécula con menor afinidad; en cambio el
analogo 13 presentd mejor afinidad; no obstante, los resultados de la afinidad se discutirdn mas
adelante, en el apartado del anclaje molecular. Con respecto a los analisis de drogabilidad, estos se
clasifican en cinco tipos: Lipinski, Ghose, Muegge, Veber y Graham, los cuales se enfocan en
evaluar caracteristicas fisicas y quimicas de las moléculas potenciales (leads), con el fin de
respaldar su eficacia una vez finalizada la parte in silico. Con respecto a los andlogos 6 y 13 antes
mencionados, estos cumplen con todos los criterios Lipinski, Ghose, Muegge, Veber y Graham.

Con respecto a los analogos 6 y 13 las modificaciones que realizadas influyeron en sus
propiedades fisicoquimicas. El primer cambio se da en el nimero de aceptores y donadores de
hidrogeno, esto induce una disminucion o un aumento en la solubilidad, conforme los datos
obtenidos (Tabla 17) se puede observar que el analogo 13 disminuyd tanto en aceptores como en

donadores, por ende, disminuye su solubilidad en agua lo cual se debe a la disminucion del grupo
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-OH, en cuanto al analogo 6, este mantiene su solubilidad en agua, muy cercana a la de la molécula
original, ya que se le mantiene grupos -OH en su estructura. La relacion entre los grupos -OH y la
solubilidad, se puede atribuir a la capacidad de formar enlaces de puentes de hidrogeno debido a

que actlia como un donador de hidrégenos.

Tabla 17. Datos fisicos y quimicos de los analogos vs. la delfinidina

Datos Delfinidina Anélogo 6 Anélogo 13
Peso molecular 303,25 278,26 303,36
(g/mol)
LogP 2,77 2,18 4,60
Donadores de 6 4 2
hidrégenos
Aceptores de 7 6 3
hidrégenos
Area superficial polar 134,52 99,38 49,33
(A?)
Refractividad molar 78,20 71,01 93,63
(m3mol?)
Numero de atomos 22 34 23
totales
Cantidad de atomos 16 12 18
en anillos
Numero de enlaces 1 4 5
rotables

Nota: Elaboracion propia (2020).
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Anclaje molecular

El anclaje molecular o docking es una de las técnicas més utilizadas del cribado virtual; este
se emplea con el proposito de predecir el modo de union y la afinidad mas favorable entre un
ligando prototipo y un receptor, por medio de representaciones tridimensionales. Los datos
obtenidos se fundamentan con base en la termodindmica que relaciona las
asociaciones/disociaciones moleculares con la energia libre de Gibbs, por medio del equilibrio
regido por la constante o afinidad (Gil, 2010).

Es importante destacar que la energia libre de Gibbs se relaciona con la entalpia, la cual, a
su vez, se relaciona con interacciones de van der Waals, los enlaces por puentes de hidrdgeno, las
interacciones hidrofébicas y las energias de solvatacion. En cuanto a la energia de solvatacion, se
compone fundamentalmente por una parte polar y otra no polar. La componente polar se divide en
desolvatacion del receptor y desolvatacion del ligando; con respecto a la no polar, esta incluye la
zona donde se alojaré el soluto; ademas, es la zona donde interactdan las fuerzas de van der Waals
entre el soluto y el solvente. Por otra parte, la entropia se relaciona con los enlaces rotables del
ligando y los cambios conformacionales en el receptor, a consecuencia de la union del sistema
(analogo-receptor). En resumen, tanto la entalpia como la entropia y cada uno de sus componentes
van a influir en la energia libre de union del sistema (Gil, 2010).

Las fuerzas intermoleculares se definen, segin Chang y Goldsby (2013), como “fuerzas de
atraccion entre las moléculas” (p. 469); estas juegan un papel importante al momento de unirse un
ligando a un receptor, ya que son las responsables de atraer moléculas vecinas, facilitando las
interacciones diana-ligando.

Entre las interacciones mas relevantes estan las de van der Waals, debido a que son las
responsables de las interacciones con nimeros grandes de atomos (interaccion enzima-sustrato,
cadena de ADN, configuracion tridimensional de proteinas (Basante, 2005); por otro lado, los
puentes de hidrdgenos son atracciones parcialmente electroestaticas entre un atomo de hidrégeno
unido a un atomo electronegativo, que generalmente depende de la orientacion de los elementos
que constituyen a la molécula (Gil, 2010). La electronegatividad permite que un atomo atraiga
hacia si mismo los electrones del enlace quimico (Chang y Goldsby, 2013). Las moléculas que
poseen en su estructura atomos de hidrégenos en unidén con atomos con electronegatividad
importante (O, N y F), dejan un proton, el cual va a reaccionar con moléculas vecinas, formando

nuevos enlaces (Morales y Sanchez, 2000).
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Por lo anterior, el docking molecular permite predecir la posicién, orientacion y
conformacién de los ligandos en el centro activo de la macromolécula de interés; en este caso, el
receptor GPR40; la eleccion se baso en los datos recopilados sobre dicho receptor y su papel en la
diabetes, en comparacion con las demas dianas farmacoldgicas involucradas en la DM2; para esta
se proponen dos efectos terapéuticos: el principal compete a la liberacidn de insulina sin inducir
hipoglucemia, y el secundario es la liberacion de incretinas; esto se debe a que se expresa
especificamente en las células B pancreéaticas; ademas, en células enteroendocrinas, por lo que se
propone como una prometedora diana terapéutica. (Hidalgo, 2016).

Previamente, la diana se busco en el sitio RCSB Protein Data Bank, escogiéndose la
molécula de mejor resolucién, la cual fue 5tzr; ademas, se verificd que esta se exprese en humanos.
Un dato relevante sobre este receptor es que sus ligandos enddgenos inducen actividad agonista, y
estos se acoplan normalmente en la zona extracelular, por lo que el docking se redirige hacia esa
zona. Es importante mencionar que el cambio en la energia libre de Gibbs, si es negativo, indica
que existe liberacion de energia, por lo que son procesos espontaneos; de los resultados obtenidos,
cuanto mas negativos sean, mejor sera su afinidad hacia el receptor.

La primera molécula a la que se le realizé el docking fue a la delfinidina, con el objetivo de
usarlo como referencia. Una vez obtenido el resultado, se pudo observar que la afinidad de unién
con el receptor con la que se unio fue de -7,0 (Tabla 19). Con respecto a que se visualizaron los
grupos de la delfinidina que interaccionaron con el receptor GPR40 (Figura 33), con mayor
proporcion los anillos aromaticos, dicha explicacion se le atribuye al hecho de que los anillos
aromaticos brindan rigidez y suelen formar interacciones van der Waals con los residuos de
aminoacidos (Zufiga, (2017), citado por Feng (2018)), el grupo hidroxilo también interactua, ya
que puede formar puentes de hidrdgenos con la diana; en cuanto a los que no formaron enlace, fue
el oxigeno que se encontraba dentro del anillo heterociclico C; a consecuencia de lo anterior, se

decidié eliminar el anillo C, dejando el oxigeno con mayor libertad de interaccionar.
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Figura 32. Visualizacion de los pseudoenlaces de delfinidina con el receptor GPR40

fVAL 428.A
L S

Nota: Elaboracion propia (2021).

Los principales residuos de aminoécidos con los que interacciond (Tabla 18) permitieron
tener una idea de las fuerzas intramoleculares que estan involucradas en dicha unién; de este modo,

se dirigio el disefio de los andlogos y su respectivo analisis.

Tabla 18. Residuos de GPR40 que interaccionan con delfinidina

Residuos Posicién
ARG 434, 370, 374
GLY 430
VAL 378
LEU 427
PRO 436
TRP 377

Nota: Elaboracion propia (2021).
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Los resultados mas relevantes (Tabla 19), los cuales se compararon con la molécula
original, fueron los analogos 6 y 13, que son analizados de manera individual.

Tabla 19. Visualizacion de los resultados mejor y peor vs. la delfinidina

Nombre Molécula Afinidad (kcal/mol)
Delfinidina

7,0

HC_
‘ ' 5,9

Analogo 6
Analogo 13 ?37 ‘ O O

-10,6

Nota: Elaboracion propia (2021).

En resumen, las modificaciones mencionadas en el apartado de disefio de analogos
brindaron moléculas analogas con propiedades fisicoquimicas aceptables en los criterios de

drogabilidad; sin embargo, la afinidad con la que se unieron al receptor GPR40 fue un parametro




114

limitante, para tomar en cuenta los 25 analogos de delfinidina disefiados (Tabla 20) debido a que
se enfocO en mejorar la afinidad con la que se uni6 delfinidina, con el fin de proporcionar analogos
con mejor afinidades, por ende, mejor interaccion con la diana molecular. Aunado a lo anterior, la
modificacion mas presente fue la apertura del anillo aromatico heterociclico (C), la cual se mantuvo
en 18 de las moléculas, mientras que en los 7 restantes no se realiz6 dicha variacién, en cuanto a

su efecto en cuanto afinidad no fue relevante.

Tabla 20. Resumen de las afinidades resultantes y los analogos

Cambio de energia libre de Gibbs Numero de analogos
(kcal/mol)
Mayor a -7,0 3
Menor a -7,0 6
pero a -8,0
Menor a -8,0 7
pero mayor a -9,0
Menor a -9,0 5
pero mayor a -10,0
Menor a -10,0 4
pero mayor a -10,7

Nota: Elaboracién propia (2021).

Es importante mencionar que los analogos, conforme iban aumentando la afinidad en
conjunto, aumentaron la lipofilicidad, por lo que se puede atribuir esto a las modificaciones que
aumentaron dicha propiedad; ademas, para respaldar lo antes mencionado, se utilizd6 SwissADME;
con ello, se obtuvo que las moléculas nimeros 6, 7 y 10 son solubles en agua (Tabla 21); por ello,
disminuyd su afinidad. Esto se debe a que se les mantuvo los hidroxilos preexistentes: estos, aunque
si formen enlaces de hidrdgeno, no permiten que haya suficientes interacciones de van der Waals,

las cuales son fundamentales para una buena union.
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Tabla 21. Solubilidad de los analogos con menor afinidad con el receptor GPR40

Nombre Solubidad en LogS Clase de farmaco
agua
Anélogo 6 3,62e-01 mg/mL -2,89 Soluble
Analogo 7 4,25e-01 mg/mL -2,77 Soluble
Anélogo 10 2,11e+0,1 mg/mL -1,11 Soluble

Nota: Elaboracion propia (2021)

Por otro lado, las moléculas analogas resultantes con mejor y peor puntuacion de
afinidad, como se menciono en el aparato de disefio de analogos, corresponden a los analogos
nameros 13y 6 respectivamente, por lo que el analisis se centr en estas dos moléculas.

En primer lugar, se evaluara el analogo 6, el cual corresponde a la molécula de menor
rendimiento en la afinidad con la diana molecular (GPR40). Con respecto a las modificaciones
(Figura 33), en estas se le sustituy6 uno de los grupos hidroxilos por un éter, y se le abri6 el anillo
heterociclico C, por lo que, se eliminaron 2 carbonos. La decision de cambiar un hidroxilo por un
éter se debe a que son bioisomeros, el grupo éter al no presentar el -OH el cual es mas polar, sigue
manteniendo esa propiedad, por lo que, no afecta a la molécula original; sin embargo, no obtuvo
una mejoria en cuanto a afinidad, porque su scoring fue inferior al de referencia. Esto se puede
explicar debido a que el grupo éter es el menos reactivo de los compuestos organicos (Castillo
(2019), citando a Cabildo et al. (2008)). En cuanto al aumento de contactos, se le atribuye a la

apertura del anillo C, ya que deja libre al atomo de oxigeno que presenta una densidad electrénica
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negativa (electronegativo), lo que permite mayor interaccion, al atraer cargas opuestas creando

nuevos enlaces.

Figura 33. Estructura del analogo 6

OH

Nota: Elaboracion propia (2021).
Los resultados (Figura 34) revelaron que este se acopla al mismo sitio que la delfinidina.
Lo anterior se puede explicar por el hecho de que la modificacion realizada de remocion del
hidroxilo situado en la posicion para fuera en el anillo B, por lo que, al no estar presente, induce

que la estabilidad del carbono respectivo sea poco mayor; por ello, no es reactivo.

Figura 34. Visualizacion del analogo 6 de las pseudoenlaces con los
restos de amino&cidos
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Nota: Elaboracion propia, (2021)

Con respecto a los residuos con los que interaccioné (Tabla 22), son similares con los que

lo hizo la delfinidina; sin embargo, porque en el analogo N° 6 se unio6 a una valina en posicion 378,

esto se puede atribuir al cambio del grupo hidroxilo por un éster.

Residuos
ARG
GLY
VAL

LEU
PRO
TRP

Tabla 22. Residuos de GPR40 que interacciona con el analogo 6

Posicion

370, 374, 434

430

378, 428

427

436

377

Nota: Elaboracion propia (2021).

Finalmente, el andlogo 13 obtuvo una afinidad de -10,6 kcal/mol, la cual fue bastante mayor

que la delfinidina -7,0 kcal/mol. En concordancia con los resultados obtenidos, se procedié a

observar las modificaciones en busca del porqué del aumento de la afinidad; para ello, se fragmento

la estructura (Figura 35), en la cual se observan las modificaciones; en esta, al igual que en el

analogo 6, se abrio el anillo heterociclico C; sin embargo, el oxigeno que estaba presente se cambid

por un grupo amino (-NH); esto se debe a que son bioisdmeros; el nitrégeno, al igual que el

oxigeno, posee carga electronegativa, por lo que ambos son altamente susceptibles a reaccionar,

fomentando nuevos enlaces.

Figura 35. Estructura del analogo 13 con numeracion segun IUPAC

OH

P
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Nota: Elaboracion propia (2021).

Ademas, se afiadié un acido carboxilico en la posicién C1; al estar en un anillo aromaético,
le permite mantener sus propiedades y aumenta la acidez, la cual es relevante para la union en el
receptor GPR40, debido a que es muy similar a los ligandos enddgenos (Delgado, 2019). Por
ualtimo, se le afiadié un anillo aromatico en la posicion C1 del anillo B, que se mantuvo de la
molécula original, con el fin de aumentar la lipofilicidad de la molécula original, que al estar
sustituida con —OH, era bastante soluble.

El sitio donde se unio el analogo 13 corresponde al dominio extracelular del receptor
GPR40 (Figura 36). En investigaciones previas sobre GPR40, se menciona que el dominio
extracelular corresponde al sitio de union de ligandos enddgenos agonistas (Delgado, 2019). Por
ejemplo, el modelo de la diana utilizado, obtenido de PDB (5tzr, Lu et al., 2017) incluye un ligando
agonista unido en dicho dominio extracelular, lo que respalda la importancia de este sitio de unién
para estimular este receptor. Por lo anterior, se puede sugerir del analogo 13 puede presentar una

accion terapéutica en la prediabetes al unirse al dominio extracelular del receptor GPRA40.

Figura 36. Visualizacion de los pseudoenlaces del analogo 13 en unién con
GPR40

£
S T
ARG 411.A
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Aunado a lo anterior, el nUmero de contactos entre el andlogo 13 y el receptor GPR40 fue
de 244 contactos, lo que explicaria en gran parte su afinidad y en cuanto a los residuos con los que
interactud (Tabla 23); en similitud con los residuos a los que se unieron delfinidina y analogo N°
6, no compartieron la misma posicion, pero si se presentaron cinco residuos parecidos; esto podria

explicar que son necesarios para interactuar con el sitio de accion.

Tabla 23. Residuos de GPR40 que interacciona con el analogo 13

Residuos Posicion
ARG 411, 174
GLY 130

VAL 83

LEU 129, 162, 126
PRO 436

TRY 393

PHE 86, 133

TRP 165

ALA 173, 82

Nota: Elaboracion propia (2021).

Los residuos de aminoacidos son partes fundamentales de las proteinas; estas, de caracter
organico y de un tamafio molecular pequefio, en su estructura poseen un grupo carboxilico terminal
y un amino terminal, los cuales les brindan propiedades acidas o basicas respectivamente. Se
conocen alrededor de 20 aminoacidos, y sus propiedades fisicoquimicas difieren entre si (McKee
y McKee, 2014). Para esta investigacion solo se comentaran los mas relevantes que arrojaron los
datos del docking. Por lo anterior, se puede observar (Tabla 24) que los residuos presentes fueron
arginina (ARG), valina (VAL), leucina (LEU), triptéfano (TRP) y glicina (GLY); sus posiciones
difieren por el sitio al que se unieron dichas moléculas (delfinidina, analogos nimeros 13y 6), esto
se puede explicar debido a que las posiciones en la secuencia menores 1-200 se encuentran mas en

el dominio extracelular.
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Tabla 24. Residuos con los que interactuaron las moléculas estudiadas

Molécula Residuos

Delfinidina ARG 434; ARG 370; GLY 430; PRO 436; VAL
378; LEU 427; VAL 428; ARG 374y TRP 377.

Analogo 6 GLY 430; VAL 428, 378; ARG 370, 434, 374,
TRP 377, LEU 427, PRO 436.

Anélogo 13 ALA 173; 82, LEU 129; 162; 126, TRP 165,
GLY 130, ARG 411, 174, TYR 393, PHE 86;
133, VAL 83

Nota: Elaboracion propia (2021).

Debido a su naturaleza, los residuos aminicos LEU, GLY, VAL proporcionan interacciones
de van der Waals las cuales permiten estabilizar la union entre proteinas y ligandos pequefios; esto
permite sugerir que son importantes para la union con la diana, ya que en las tres moléculas
principales se repiten. En cuanto al TRP, puede actuar como aceptor de hidrogenos, debido a que
sus anillos aromaticos le aceptan dicha interaccion. Finalmente, la ARG, segln datos obtenidos por
Delgado (2019), permite formar puentes de hidrogenos con la parte &cida, la cual es importante

para la activacion del GPR40.
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Metodologia de sintesis del analogo de delfinidina candidato terapéutico de la
prediabetes

En el desarrollo e investigacion de nuevos farmacos es indispensable conocer la sintesis
organica; usualmente, el disefio de sintesis de una molécula es complejo: sin embargo, existen
estrategias que facilitan este proceso; una de las méas utilizadas es la del andlisis retrosintético, que
permite visualizar las diferentes partes de la molécula, con el objetivo de conocer los reactivos
(materia prima) necesarios para obtener la molécula analizada (Delgado, 2019).

Uno de los fundamentos del proceso retrosintético es realizar los cortes menos posibles,
hasta lograr los materiales de partida facilmente disponibles. Aunados a lo anterior, los resultados
que brinda IBM RXN se basan en cortes, con el objetivo de buscar moléculas comerciales ya
existentes, evitando el paso de sintetizarlos desde cero; ademas, los resultados se respaldan segun
la estimacion de sus propias incertidumbres; por ello, se escogid la secuencia (Figura 37) con mas
alta confianza que esta, y fue de 1 en comparacion con la secuencia nimero 15, donde su confianza
disminuy6 a 0,993. Lo antes mencionado, permite destacar la calidad de la ruta propuesta: cuanto

mayor es la puntuacion, mejor es la secuencia.

Figura 37. Resultados de la retrosintesis del analogo 13 por medio de IBM RXN

0

HO =2 —(OH + . AAt O ¥ Na'
QT J

Nota: IBM RNX (2021).
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Se observa la estructura del andlogo N° 13, con el fin de clasificar los grupos funcionales
presentes. El grupo que mas estd presente es el de los anillos aromaticos; estos poseen alta
estabilidad, la cual se le atribuye a la resonancia; no son reactivos por si solos; por ello, al estar
sustituidos dependiendo del sitio donde se encuentren, seran méas favorables las reacciones, en
comparacion con el benceno (estructura original). Otro grupo es un acido carboxilico, presente en
el anillo A, en la posicion meta, y un grupo amino. La relevancia de conocer la posicién de ambos
grupos; se debe a que, dependiendo de cuando se introduzca el grupo, redirige a los demas; por
ejemplo, si se agrega primero el grupo amino, el cual es un activante fuerte (induce que se dé mas
rapida la reaccién), orienta la posicion paray orto; en caso contrario al acido carboxilico, el cual
es desactivante y orienta a posicion meta.

En relacion con lo anterior, se procede a evaluar los resultados obtenidos por IBM RXN;
estos revelan gque las desconexiones se realizaron (Figura 38) entre el enlace de la amina secundaria
con el anillo aromatico B (enlace N-C), resultando dos fragmentos: por una parte, un benceno
disustituido por un grupo &cido carboxilico y una amina primaria, mientras que en el otro fragmento
posee dos anillos aromaticos, unidos entre si por un enlace c-c y un aldehido en posicion para con
respecto al anillo aromatico.

Figura 38. Visualizacion del analisis retrosintético corte

1)

4-bifenilcarbaldehido

O _oH
> A _-0
/_\ P
R
/N A o

— H,N
OH

Acido 3-aminobenzoico

Nota: Elaboracion propia (2021).
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Es importante mencionar, previamente al analisis de los resultados, términos puntuales
como quimioselectividad, propiedades nucleofilicas, electrofilicas, asi como informacién sobre los
principales grupos, porque es relevante para el analisis. La quimioselectividad es un término que
se ve involucrado al existir mas de un grupo funcional similar en una misma reaccion; por esto, se
define como la preferencia de un reactivo para reaccionar de manera especifica con uno de los
grupos funcionales presentes (Garcia, Vazquez y Escolano, 2005). Lo anterior es relevante, debido
a que la estructura del analogo N°13 presenta mas de un grupo funcional con densidades
electronicas similares; por ello, es fundamental escoger, de manera consciente, los reactivos, para
evitar que reaccionen con las partes que no se quieren modificar.

Los nucle6filos presentan cargas negativas parciales o neutrales, o bien pueden ser neutros
siempre que tengan pares de electrones no compartidos; al ser carga negativa, actian donando
electrones para formar enlaces; esto se debe a que siempre se estd en busca de estabilizacion, y de
esta manera alcanzarla. Asi como existen los neutrofilos, esta su contraparte, que se llama la de los
electrofilos; estos, a diferencia del nucledfilo, poseen carga positiva; al faltarles electrones acttan
como aceptores (Carey y Sundberg, 2007). La importancia de lo antes mencionado se debe a que

los grupos funcionales presentes en la molécula poseen caracteristicas nucleofilicas y electrofilicas.

Primera reaccion involucrada en la sintesis quimica del analogo 13.

El primer grupo que se analiza corresponde al aldehido; este presenta un carbonilo (C=0),
el cual permite que existan tanto reacciones de adicion como de sustitucion, ya que el carbono del
carbonilo es de caracter electréfilo, por lo que puede ser atacado por nucleéfilos; con respecto a la
zona que tiene propiedades nucleofilicas, corresponde al oxigeno que se encuentra
electronegativamente méas cargado y posee dos pares de electrones libres; por ello, puede ser
atacado por electréfilos (McMurri, 2012). Lo anterior permite explicar el mecanismo de reaccién
entre los equivalentes sintéticos resultantes de la retrosintesis.

Aunado a lo anterior, se procedié a analizar la primera reaccién (Figura 39) involucrada en
la ruta de sintesis quimica para obtener el andlogo N° 13, esta corresponde a una reaccion de adicion
nucleofilica, ya que la amina primaria presente en esta reaccion posee un par de electrones no
enlazados, los cuales formaran el carbanién y el enlace entre el grupo nucleofilico y el grupo
electrofilo (Smith y March, 2007).



124

Figura 39. Reaccion de adicion nucleofilica formando imina

(2)

Acido 3-aminob i
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Imina intermediaria

Nota: Elaboracion propia (2021).

Una vez analizada la reaccién nucleofilica responsable de proporcionar el producto
intermediario imina, se procede a visualizar el mecanismo de reaccion, el cual explica los procesos
0 etapas en las que ocurre una reaccion (Figura 41). Esta ruta de sintesis quimica, se inicia al
afiadirse el acido 3- aminobenzoico (2) al carbonilo, por medio del ataque de los pares de electrones
libres de la amina primaria dando origen a un enlace entre la amina y el carbono donde se ubica el
grupo carbonilo (N-C, proceso N°1), seguidamente sucede una transferencia de protones de la
amina hacia el oxigeno, produciendo un alcohol (Proceso N°2), consecutivamente se da el proceso
de protonacion del oxigeno del hidroxilo mediante el ion hidronio, esto al quitarle un proton de
hidrogeno ocasiona la formacion de una molécula de agua en donde se ubicaba el hidroxilo
(Proceso N° 3). Posteriormente, los pares de electrones libres del grupo amino expulsa la molécula
de agua para formar el doble enlace entre el nitrégeno y el carbono (Proceso N° 4), esto se conoce
como condensacion la cual origina un doble enlace entre los atomos participantes, en este caso
nitrégeno y carbono (N=C), sin embargo, todavia se necesita extraer el hidrégeno de la amina

original para asi formar la molécula intermediaria imina (Proceso N°5)
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Figura 40.Mecanismo de reaccién de la formacion de molécula intermediaria imina
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Nota: (Elaboracion propia, 2021)
Segunda reaccion involucrada en la sintesis quimica del analogo 13.

En segundo lugar, se analiz6 el grupo de las aminas; estas son derivados organicos del
amoniaco; el dtomo presente es el nitrdgeno; este se encuentra con un par de electrones no
enlazados; por ello, tienen propiedades nucleofilicas y basicas. Por lo anterior, puede reaccionar
con electrofilos. Ademas, las aminas primarias y secundarias son capaces de formar enlaces por
puente de hidrégeno, debido a los enlaces entre el nitrogeno y el hidrégeno (N-H). Es importante
mencionar sus propiedades, ya que de esa forma se pueden analizar las reacciones en las que se ve
involucrado este grupo funcional (McMurry, 2012).

Por lo anterior, se procede a desarrollar el analisis de la segunda parte de la ruta de sintesis.
Esta se baso principalmente en la reduccion de la imina hacia una amina (Figura 41); en este caso,
la amina resultante fue una secundaria unida a los anillos aromaticos correspondientes. La reaccion
antes menciona se conoce como aminorreduccion de aldehidos y cetonas por medio de un agente
reductor, en este caso se utiliz6 el agente reductor borohidruro de sodio y una fuente de protones

(HY).

Figura 41.Segunda parte de la sintesis reduccion de la imina

OH
NaBH
4

H+

NH
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Nota: Elaboracion propia (2021).

Imina intermediaria
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Con respecto al mecanismo de reacciéon (Figura 42) se inicia con la imina previamente
obtenida en el apartado anterior. Primero se afiade un proton al doble enlace, para romperlo,

posteriormente se afiade un hidrogeno al doble enlace formando la amina secundara.

Figura 42.Reduccion de la Imina
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Finalmente, se analiz6 la ruta de sintesis quimica conjuntamente. Como se mencioné
previamente, esta se baso en la reaccion conocida como aminacion reductiva, inicialmente se da
una reaccion de adicion nucleofilica de la amina primaria al grupo carbonilo del aldehido
resultando en una imina, en cuanto a la segunda reaccion se da la reduccion de la imina
intermediaria. Existen diversas reacciones con las que se pueden formar aminas; sin embargo, para
este analogo se decidié usar la reaccion de aminacién reductiva, debido a los resultados obtenidos
por el analisis retrosintetico, respaldados por los datos obtenidos segun la retrosintesis brindada
por el algoritmo IBM RXN. Ademas, esta reaccion es una de las mas empleadas para obtener
aminas primarias y secundarias (McMurry, 2012).

El reactivo que se escoge es el NaBH4 debido a que es mas quimioselectivo, no reacciona
con el carbono carbonilo del &cido carboxilico y si con las iminas; en cambio, si se utiliza Hz/Ni si
interactuaria con la imina, pero también lo haria con los anillos aromaticos, por lo que no se
obtendria la molécula del analogo N° 13. Ademas, el NaBH4 es ampliamente utilizado en la sintesis
quimica de farmacos.

Los resultados obtenidos en la etapa de disefio de analogos, sugieren que las moléculas
analogas obtenidas presentan propiedades fisicoquimicas aceptables para tomar en cuenta en el
desarrollo de farmacos. No obstante, los datos obtenidos en el anclaje molecular, sugieren que 4 de
los 25 anélogos de la delfinidina son moléculas con mayor potencial accion terapéutica en la
prediabetes, esto al obtener mayor liberacion de energia de Gibbs que se traduce en mejor afinidad
con la diana molecular que delfinidina. Sin embargo, el resultado mas relevante fue el analogo
N°13, el cual ademas de presentar propiedades de drogabilidad aceptables, su afinidad superé a la
molécula original y a los 24 analogos restantes, por lo que, se decidié centrarse el anélisis
retrosintético en esta molécula.

Con respecto a los datos obtenidos por el algoritmo IBM RXN, estos sugirieron que el
analogo N°13 se puede sintetizar, por medio, de la reaccion de amino reduccion de aldehidos y
cetonas (aminacion reductiva) ademas, este algoritmo sugiere el o los reactivos que mas favorecen
la reaccion, al basarse en datos de quimioselectividad, electroselectividad y esteroselectividad, los
cuales son criterios importantes para tomar en cuenta al realizar una sintesis.

Lo antes mencionado, hace relevante el uso de métodos in silico en estudios de moléculas
con propiedades prototipas farmacologicas, no solo porque permiten conocer las propiedades

fisicoquimicas, las cuales son relevantes en cuanto a la farmacocinética, debido a que delimitan el
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namero de moléculas que pueden ser tomadas en cuenta en las siguientes etapas de investigacion
y desarrollo. Ademas, permiten conocer modelos de union de los analogos o moléculas estudiadas
con las dianas moleculares de interés, y facilitan el proceso de sintesis, ya que como se explico
anteriormente, algunos algoritmos permiten obtener andlisis retrosinteticos y sugerencias de
reactivos a implementar para una adecuada reaccion y obtencion de productos menos

contaminados.
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CAPITULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Conclusiones

Por medio de la estrategia de modelado del farmac6foro se obtuvieron 25 moléculas
anélogas de delfinidina, las cuales cumplen con buenas propiedades fisicoquimicas y con los
parametros de drogabilidad (drug-likeness), por lo que se concluye que pueden ser tomados en
cuenta como candidatos hits.

Los analogos de delfinidina resultantes demostraron actividad con el receptor GPR40, de
los cuales 4 de los 25 anélogos obtuvieron afinidades entre -10,0 a -10,6 kcal/mol mejorando la
afinidad de la molécula original (delfinidina). Los 3 andlogos restantes mostraron afinidades
menores que la delfinidina, lo que se debe a la diferencia en su solubilidad acuosa; sugiriendo que
el receptor GPR40 se une con mayor facilidad a ligandos de caracter liposoluble.

Mediante los resultados obtenidos por medio el anclaje molecular (docking molecular), se
obtuvo que la molécula analoga con mejor afinidad correspondid al analogo N° 13, siendo mas afin
en su union al receptor GPR40 que la delfinidina. Este resultado sugiere que andlogo 13 podria
presentar mayor efectividad farmacoldgica al interactuar como agonista del receptor GPR40,
induciendo una adecuada liberacion de insulina e incretinas, disminuyendo la resistencia a la
insulina de los tejidos, y, por ende, siendo un posible agente terapéutico en la prediabetes.

Finalmente, se obtuvo una ruta de sintesis quimica del mejor andlogo (#13) a partir de los
datos obtenidos por el algoritmo IBM RXN, dicha ruta implicé la reaccion de aminorreduccion de
aldehidos y cetonas, la cual se realiz6 mediante dos pasos cortos, que potencialmente podria

resultar en productos mayor de rendimiento.
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Recomendaciones

Para los futuros investigadores, se recomienda indagar mas a profundidad las propiedades
fisicoquimicas del andlogo N° 13, y probar su interaccion con otras dianas terapéuticas de
interés en la prediabetes. También, se sugiere evaluar las propiedades toxicoldgicas para

asi respaldar su uso en humanaos.

Ademas, se incita comprobar la ruta de sintesis quimica que se propone en esta
investigacion para el analogo 13 y asi comprobar el rendimiento y pureza del producto

resultante.

A la Universidad Internacional de Las Ameéricas, se le sugiere promover la expansion de
herramientas computacionales de investigacion para el estudiantado, garantizando el acceso

a informacidn necesaria para investigaciones futuras en esta linea.
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ANEXOS

Tabla 25.Cambios en la molécula y grupos presentes
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Anélogo

Imagen

Grupos funcionales

1

Acido carboxilico.

Insaturacion (alqueno).

Pirano
Hidroxilo

Fenil

Tiofeno.
Bifenil
Diol

Acido carboxilico.
Pirano
Bifenil

Acido carboxilico

Insaturacién (alqueno).

Dihidroxyfenil .
hidroxilo

pirano
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Esteres
Dihidroxifenil

Fenol.

Eter.
Fenil

Trihidoxifenil

Dihidroxifenil

Amina secundaria
Acido carboxilico
Bifenil

Azufre
Dihidroxifenil
Furano

Acido carboxilico.

Hidroxilo
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10

N A OH

Piridina.
Alcohol.

Difenol.

11

Piridina.
diol
bifenil
furano

hidroxilo

12

Bifenil
Dihidroxifenil

Oxigeno

13

Bifenil
Amina secundaria.

Acido carboxilico

14

Piridina
Furano
Bifenil
Diol
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15

Ester.
Diol
Bifenil

Fenil

16

Esteres.
Diol
Bifenil

17

Esteres.

Amina secundaria
Diol

Bifenil

18

Bifenil

Esteres.

19

Bifenil
Amina secundaria
Insaturacién (alqueno).

Acido carboxilico.

20

Amida
Bifenil
Diol
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21

Amida.
Hidroxilo
Bifenil

22

Piridina.
Hidroxilo
Bifenol
Diol

23

Ester.
Diol.
Bifenil

Fenil

24

Fenol
Ester
Diol
Bifenil
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25 HO oH Amina secundaria.
O Fenil
Diol
O Bifenil
HO
NH
Nota: Elaboracién propia (2021).
Tabla 26. Propiedades fisicas y quimicas

Analogo Masa LogP Numero de | Namero de Area

molecular donadores de | aceptores superficial

(g/mol) hidrégeno polar (A)
Delfinidina 303,26 2,77 6 7 134,52
1 272,30 3,36 2 4 66,76
2 298,36 4,36 2 3 49,69
3 291,33 4,79 1 3 50,44
4 304,30 2,79 4 6 107,22
5 343,30 2,93 4 6 120,36

248,23 2,43 4 5 90,15
8 303,36 4,60 2 3 49,33
9 373,40 3,53 4 6 132,13
10 274,25 1,15 4 6 127,42
11 348,33 3,71 4 6 106,95
12 292,33 4,69 2 3 49,69
14 350,35 2,83 4 127,42
15 338,33 4,15 3 5 79,15
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16 350,37 4,83 2 4 75,99
17 349,39 4,66 3 4 78,79
18 228,25 3,02 1 3 46,53
19 295,38 3,88 2 3 49,33
20 271,316 2,73 2 3 69,56
21 319,36 3,82 3 3 72,55
22 323,35 2,70 3 5 82,81
23 322,360 4,01 3 4 69,91
24 338,36 3,73 4 5 90,15
25 321,38 3,84 4 4 72,72
Nota: Elaboracién propia (2021).
Tabla 27. Datos afinidad
Molécula Afinidad de union (kcal/mol)
Delfinidina -7,0
Anélogo 1 -7,6
Analogo 2 -8,9
Analogo 3 -8,9
Analogo 4 -9,2
Analogo 5 -7.8
[nflogos 000 s 0000
Analogo 7 -6,5
Analogo 8 -10,1
Analogo 9 -7,4
Anélogo 10 -7,1
Analogo 11 -8,5
Anélogo 12 -10,2
e
Analogo 14 -7,9
Anélogo 15 -8,0
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Anélogo 16 -10,1
Anélogo 17 -9,7
Anélogo 18 -9,2
Analogo 19 -8,8
Anélogo 20 9,1
Andlogo 21 -9,7
Andlogo 22 -7,2
Anélogo 23 -7,5
Anélogo 24 -8,2
Analogo 25 -8,0

Nota: Elaboracion propia (2021).

Figura 43. Imagen Visualizacion pseudoenlaces delfinidina y GPR40




158

Nota: Elaboracion propia (2021).

Figura 44. Visualizacion de anélogo 6 y su unién con GPR40

Nota: Elaboracién propia (2021).
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Figura 45. Imagen visualizacién del analogo 13 en unién al GPR40

Nota: Elaboracion propia (2021).



