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Resumen

En esta tesis se realizd un estudio 3D-QSAR en una serie de 92 compuestos derivados de
aminoalquilindoles con afinidad por los receptores de cannabinoides CB1 y CB2. El
objetivo del trabajo fue dilucidar cuales son los requisitos estructurales de los compuestos
gue otorgan afinidad y selectividad por estos receptores. Al comparar los resultados
arrojados por el estudio, se descubri6 que existen marcadas diferencias estéricas y
electrostaticas y que la mayor contribuciéon a la actividad biolégica viene dada por la
contribucién estérica de cada molécula. Los resultados de esta tesis proveen la base para
el desarrollo de nuevos heterociclos de tipo indol o sus equivalentes isostéricos con
promisoria actividad y selectividad por un subtipo de receptor, compuestos que tendrian
aplicacion en variadas patologias tales como tratamiento del dolor, cancer, obesidad y

desoérdenes del sistema inmunitario, entre otras.

Abstract

A 3D-QSAR (CoMFA) study was performed on 92 aminoalkylindoles derivatives with
affinity for the cannabinoid receptors CB1 and CB2. The aim of the present work was to
obtain some insight about the structural features of the compounds in order to explain the
affinity and selectivity of the molecules for these receptors. It was found major differences
in the steric and electrostatic fields in the CB1 and CB2 CoMFA models. The steric field
accounts for the principal contribution to biological activity. These results give the
foundation for the future development of new heterocyclic compounds with high affinity
and selectivity for the cannabinoid receptors with applications in disparate pathological

conditions like pain treatment, cancer, obesity and immune disorders, among others.



1 Introduccion

La quimica medicinal es un area aplicada de la ciencia que con un enfoque
multidisciplinario aborda el problema del descubrimiento de nuevos compuestos
bioldgicamente activos con aplicaciones terapéuticas. Entre las disciplinas que convergen
en la quimica medicinal podemos encontrar la quimica organica, la farmacologia y
bioinformatica. Los compuestos se disefian para una diana biol6gica especifica,
esperando generar o suprimir una respuesta fisiolégica clave en la mejora de alguna
patologia.

Existen cuatro principales grupos de dianas bioldgicas (Figura 1.1).

e Canales i6nicos

e Receptores con actividad enzimatica intrinseca

e Receptores nucleares

e Receptores acoplados a proteina G

_ ReceptO{es C-.';'a
o &Ky
EnZimﬁS w&) > e é; Canales iénicos
W

B 4[
‘NQ‘,* \\ Dianas biologicas

Receptores
nucleares
S a
P— ADN
Figura 1.l Principales dianas farmacoldgicas celulares.
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1.1 Canales ionicos

Comunmente los canales idnicos se constituyen a partir de proteinas asociadas en
cinco subunidades. Cada subunidad esta formada por una proteina que contiene cuatro
dominios de transmembrana en la cual cada bucle extracelular tiene la misma dimension.
Los dominios con los grupos amino (-NHy) y carboxilo terminal (-COOH) se encuentran
ambos emplazados extracelularmente [1]. El canal o poro se encuentra cerrado cuando
esta en estado de reposo, pero se abre al unirse el ligando especifico a la zona de
reconocimiento molecular. Una vez abierto este canal, permite el paso de iones tales
como K*, Na*, Ca*® o CI, entre otros [2]. El paso de estos iones puede ocurrir a favor de
una gradiente de concentracién en forma pasiva, o en contra del gradiente mediante
transporte activo a través de proteinas de transporte adecuadas para cada ion.

Existen dos tipos de canales ionicos: los dependientes de voltaje cuya apertura esta
relacionada con los procesos de despolarizacion [3], y los canales que son dependientes
del receptor (receptores ionotrépicos), los que son controlados por la interaccién de un
ligando enddgeno con su receptor, o la interaccién de ciertos farmacos con los propios
canales ionicos de forma directa o alostéricamente (sitio de unién distinto al sitio
activo)[4]. Como ejemplo de receptores ionotropicos se puede citar el receptor nicotinico
para la acetilcolina (Figura 1.2). Este receptor esta directamente unido al canal idnico y no
utiliza segundos mensajeros. Para que se pueda abrir el canal ibnico, se debe unir
primero un ligando agonista como la acetilcolina (ligando enddgeno) o la nicotina

(xenobidtico) al receptor [5].
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Extracelular
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transversal

Bicapa
lipidica

Intracelular

Figura 1.2 Estructura del receptor nicotinico para la acetilcolina. El canal i6nico de la izquierda esta
cerrado, mientras que el de la derecha se encuentra abierto producto de la unién de
actilcolina (ACo) al receptor.

1.2 Receptores con actividad enzimatica intrinseca

Estos receptores estan constituidos por una cadena proteica de un solo dominio de
transmembrana, en el cual la region amino terminal se encuentra en el exterior de la
célula y la region carboxilo terminal se encuentra en el interior de la célula (Figura 1.3).
Estos receptores estan asociados a diversos factores de crecimiento, que al unirse al
receptor producen la fosforilacion de un residuo tirosinico al interior de la célula, lo cual
permite posteriormente la fosforilacibn de alguna proteina citosélica con actividad

enzimatica [6].
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Figura 1.3 Representacion simplificada de la estructura de un receptor con actividad enzimatica
intrinseca.

Membrana celular

1.3 Receptores nucleares

Los receptores nucleares son una clase de proteinas ubicadas al interior del nicleo
de la célula y se encargan de detectar la presencia de hormonas esteroideas Y tiroideas,
ademas de otras moléculas [7]. Estos receptores participan en la regulacién de la
expresion génica controlando, de este modo, los procesos de desarrollo, de homeostasis
y de metabolismo del organismo [8].

Los receptores nucleares pueden interactuar directamente con el ADN (Figura 1.4).
La unién de un ligando al receptor genera un cambio conformacional en este quedando
asi activado para controlar la expresion de los genes adyacentes.

Como regulan la expresion de un gran namero de genes, los ligandos que activan
estos receptores pueden desencadenar una serie de efectos drasticos en el organismo[9].
Debido a que hay diversas enfermedades asociadas a los genes regulados por receptores
nucleares, cerca del 13% de los farmacos aprobados por la FDA (por sus siglas en inglés,

Food and Drug Administration) tienen como diana biolégica este tipo de receptores [10].
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Figura 1.4 Esquema que representa la organizacién estructural (en una y tres dimensiones) de los
receptores nucleares.

1.4 Receptores acoplados a proteinas G

Los receptores acoplados a proteinas G (GPCR, del inglés G protein coupled
receptors) comprenden una familia de proteinas de receptores transmembrana, que son
proteinas que se extienden por todo el espesor de la membrana plasméatica de la célula,
un extremo del receptor se ubica fuera de la célula (dominio extracelular) y el otro extremo
del receptor se ubica dentro (dominio intracelular). Los GPCRs se caracterizan
principalmente porque la proteina receptora esta asociada a una proteina G que a su vez
se encuentra ligada a otra proteina con actividad catalitica o forma parte de algin canal
iGnico. Las proteinas receptoras estan constituidas por monémeros de glicoproteinas que
forman siete dominios de transmembrana, con el dominio amino situado en la zona
extracelular, y el dominio carboxilo en la zona intracelular (Figura 1.5 (a)) [11].

La interaccién de un ligando agonista con el receptor conduce a la formacién de un
segundo mensajero al interior de la célula. Entre los segundos mensajeros podemos citar
iones, productos de la hidrdlisis de los fosfolipidos de membrana plasmatica, adenosin

monofosfato ciclico (AMPc), etc. Cuando un ligando se une a un GPCR se produce un
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cambio en la conformacion del receptor que le permite actuar como un factor
intercambiador de nucledétidos de guanina. Entonces el GPCR puede activar su proteina G
asociada intercambiando su unién con guanosin difosfato (GDP) por guanosin trifosfato
(GTP). La subunidad a de la proteina G, junto con la unién a GTP, pueden disociarse de
las subunidades B y y para poder afectar proteinas de sefalizacién intracelulares o
direccionarse directamente a proteinas funcionales dependiendo del tipo de subunidad a
[12] (Figura 1.5 (b)).

Los GPCR estan involucrados en una amplia variedad de procesos fisiologicos,
tales como, el sentido de la vista, el olfato, comportamiento y humor, regulacion del
sistema inmune y respuesta inflamatoria, regulacion de la homeostasis, y metastasis y
crecimiento de algunos tumores [13].

Aproximadamente el 40% de las drogas modernas van dirigidas a receptores

acoplados a proteina G [10].
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(a) (b)
Figura 1.5 (a) Representacion esquemética de la estructura de un GPCR. Se aprecian los siete

dominios transmembrana con los extremos carboxilo intracelular y amino terminal
extracelular. (b) Representacion esquemética de los procesos que ocurren luego de unirse
el ligando al receptor. En la etapa (1) el ligando se une al receptor, para luego producirse un
cambio en la conformacion del receptor (2). En la etapa (3) y (4) ocurre el intercambio de
GDP por GTP. En la etapa (5) la subunidad a se desprende de la subunidad B y v.
Finalmente (6) la subunidad a regresa a su sitio original unida a GDP para comenzar el ciclo
nuevamente.

Esta tesis se centra principalmente en el estudio y blsqueda de relaciones

estructura-actividad cuantitativa de una serie de moléculas analogas de indol con
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actividad en los receptores de cannabinoides CB1 y CB2, que son receptores acoplados a
proteina G.

1.5 Losreceptores de cannabinoides y sus ligandos

Resefia histérica

Segun los registros arqueolégicos se han utilizado preparaciones de Cannabis
sativa con fines terapéuticos y rituales por los hombres desde la antigiiedad. La cannabis
ha sido empleada por distintas civilizaciones para usos medicinales tales como el alivio
del dolor, estimulacion del apetito, supresién de las nauseas, fiebres, infecciones, y
desordenes ginecologicos. Sir John Russell Reynolds, quien fue médico de la reina
Victoria, propuso su uso terapéutico durante el siglo XIX, sin embargo el progreso del
conocimiento farmacoldgico de la cannabis fue lento. En la década de 1940 se aislaron
agentes como cannabidiol y cannabinol y se estudiaron sus propiedades quimicas; sin
embargo estos compuestos no son los responsables de los efectos psicoactivos de la
planta [14]. En el afio 1964 se aisla por primera vez el principal componente psicoactivo
de la cannabis, el A tetrahidrocannabinol (A’-THC) (Figura 1.6 (a)), por Yechiel Gaoni y

Raphael Mechoulam del Instituto Weizmann de Ciencias en Rejovot, Israel [15].

La existencia de los receptores de cannabinoides fue confirmada en 1988 con el
desarrollo del compuesto CP-55940 (Figura 1.6 (b)) por Pfizer (una corporacién
farmacéutica multinacional). Dicho compuesto es menos lipofilico que el A°>-THC y una
vez tritiado se utilizé como la primera sonda para los receptores de cannabinoides en
radio-ensayos de afinidad competitivos [16]. En 1990 se reporta el primer receptor de
cannabinoide derivado de corteza cerebral de rata (CB1) y luego en 1993 se reporta el
segundo receptor (CB2) [17]. Como se menciond anteriormente estos receptores
pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteina G. El receptor CB1 se
halla casi en su totalidad en el sistema nervioso central y periférico. El receptor CB2 se
encuentra practicamente restringido al sistema inmune. De manera casi simultdnea se
descubrieron los ligandos enddgenos (endocannabinoides); N-araquidoniletanolamina

(anandamida) (Figura 1.6 (d)), y luego 2-araquidonilglicerileter (2-AGE) (Figura 1.6 (d’))
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[18-19]. Estos descubrimientos abrieron un campo de exploracion para la medicina
moderna en la basqueda de nuevas terapias farmacologicas [20].

(=) (a')
HO,

48-THC HU-210

Ki= 39.5 nM (CB1) Ki=0.73 nM (CB1)

b) ib')

Ho CP-55940 ha CP-55244

Ki = (L& nM (CB1) Ki= 1.4 nM (CB1)

JWH-015

\)j WIN-55212 r‘\74\|c.=3,3:1.ni,1| (CB1)
L K =189 nM (CB1)

(d) (d")

Anandamida 2-AGE
K1 =69 nld (CB1) Ki = 21.2 nM (CB1)
Figura
1.6 Estructura y afinidad por el receptor CB1 de algunos cannabinoides naturales y

sintéticos. (a) Agonistas cannabinoides clasicos. (b) Agonistas cannabinoides no clasicos.
(c) Derivados de aminoalquilindol. (d) Endocannabinoides.
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Los receptores CB1y CB2

Los receptores de cannabinoides CB1 y CB2 han sido detectados en varias
especies, tales como humanos, ratas, y ratones. Se ha encontrado ARNm que codifica
para el receptor de CB1 en el sistema nervioso central (incluyendo la glandula pituitaria) y
en ciertos tejidos periféricos, células inmunes, tejidos reproductivos, tejidos
gastrointestinales, ganglios cervicales superiores, corazén, pulmén, vejiga urinaria y en la
glandula adrenal. Algunos receptores CB1 se localizan en nervios terminales centrales y
periféricos y, cuando son activados, estos receptores parecieran suprimir la liberacion
neuronal de ciertos neurotransmisores excitadores o inhibidores, entre los que se incluye
acetilcolina, noradrenalina, dopamina, 5-hidroxitriptamina, acido aminobutirico, glutamato
y aspartato. El receptor CB2 esta presente principalmente en las células del sistema

inmune, tales como las células B [21].

Agonistas de los receptores CB1y CB2

Los ligandos agonistas son aquellos que gatillan la respuesta fisiolégica normal del
receptor. La respuesta producida por un agonista aumenta a medida que aumenta la
concentracion del agonista hasta alcanzar un maximo. Si se aumenta la concentracion del
agonista luego de haberse alcanzado el maximo no se producira mayor efecto en la
respuesta. Los agonistas por lo general tienen estructuras similares a las del ligando
enddgeno

Los agonistas de los receptores de cannabinoides se clasifican dentro de cuatro
grupos: clasicos, no clasicos, aminoalquilindoles y eicosanoides. Los cannabinoides
clasicos consisten en derivados de dibenzopirano y existen tanto derivados de plantas
como analogos sintéticos. Los mas investigados de éstos incluyen los derivados
psicotropicos de las plantas, A% tetrahidrocanabinol (A°-THC) (Figura 1.6 (a)) y A%-THC, y
el cannabinoide sintético, 11-hidroxi-A®-THC-dimetilheptil (HU-210) (Figura 1.6 (a’)). Los
cannabinoides no clasicos fueron desarrollados por el equipo de investigacion de Pfizer,
son similares en estructura respecto a los cannabinoides clasicos, constando de analogos
biciclicos vy triciclicos de A’>-THC que carecen del anillo de pirano. Ejemplos importantes
son los compuestos CP 55940 (Figura 1.6 (b)), CP 55244 (Figura 1.6 (b’)) [22]. Por otra
parte el grupo de los aminoalquilindoles fue desarrollado por el equipo de investigacion de
la compafila farmacéutica Sterling Winthrop, siendo el prototipo de este grupo el
compuesto WIN 55,212-2 (R-(+)-WIN55212) (Figura 1.6 (c)). La estructura de los
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compuestos pertenecientes a este grupo es diferente de los cannabinoides clasicos y no
clasicos y representan el punto de inicio de una enorme gama de compuestos agonistas,
antagonistas y agonistas inversos. Quimicamente presentan un centro heterociclico de
indol con diversas ramificaciones laterales de naturaleza lipofilica. Finalmente, dentro del
grupo de los eicosanoides el compuesto tipo es el endocannabinoide anandamida (Figura
1.6 (d)), y corresponden a los ligandos enddgenos encontrados en el ser humano y la
mayoria de los mamiferos.

La mayoria de estos agonistas tiene un centro quiral que le confiere estéreo
selectividad en su unién al receptor. Por lo que hay isbmeros que presentan mayor
actividad. Un ejemplo de esto es la metanandamida, el isomero R(+) posee nueve veces

mas afinidad por el receptor CB1 que el isomero S(-).

Antagonistas y agonistas inversos de los receptores CB1y CB2

Los ligandos antagonistas son aquellos que inhiben o contrarrestan total o
parcialmente la accidn de un agonista. Se clasifican en antagonistas competitivos y no
competitivos. Los competitivos se unen al mismo sitio de unién en el receptor que el
agonista. A medida que aumenta la concentracién del antagonista competitivo disminuye
la respuesta producto del agonista. Si se aumenta la concentracion del agonista, se podra
revertir el decrecimiento en la respuesta. Los antagonistas no competitivos se unen de
manera irreversible por medio de fuertes enlaces, como enlaces covalentes, al sitio activo
0 a sitios alostéricos (otro sitio distinto del sitio activo) en el receptor. Esto produce un
cambio en la conformacién del sitio activo del receptor que previene que se unan los
agonistas al receptor. El incrementar la concentracion del agonista no restablecera la
respuesta en el receptor.

Por su parte los agonistas inversos son ligandos que se unen al sitio activo del
receptor en la misma forma que lo haria un ligando agonista, pero producen la respuesta
fisiol6gica opuesta a la de un agonista. Por ejemplo, el diazepam es agonista del receptor
GABA, que al unirse al receptor produce un efecto sedante, mientras que los agonistas
inversos producen ansiedad o incluso efectos convulsivos [23-24]. Funcionalmente esto

se debe a la supresion de la actividad constitutiva (si la posee) del receptor en cuestion.
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El primero de estos compuestos fue el diarilpirazol, SR141716A, desarrollado por
Sanofi (Figura 1.7). Este compuesto es un ligando potente y selectivo del receptor CB1
que facilmente previene o revierte los efectos mediados por los agonistas de dicho
receptor [25]. Ademas SR141716A puede producir respuestas opuestas a las de los
agonistas del receptor CB1, por lo que SR141716A tiene ademas comportamiento de
agonista inverso. En algunos ensayos bioldgicos en arterias aisladas de rata y conejillo de
indias y en tejido de vas deferens de raton, SR141716A ha reportado ser menos potente
contra anandamida que contra agonistas no eicosanoides del receptor CB1l. Esta
discrepancia se deriva de la habilidad de la anandamida para activar tanto receptores de
vaniloides como de cannabinoides [26].

Dentro de los antagonistas del receptor CB2, el mas notable es SR144528
producido por Sanofi, un diarilpirazol que se une con una remarcada afinidad al receptor
CB2. Hay evidencia que indica que SR144528 seria un agonista inverso que puede, por si

mismo, producir efectos cannabimiméticos inversos en el receptor CB2 [27].
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Figura 1.7 Estructura y afinidad de algunos compuestos antagonistas del receptor CB1. N6tese como
varia la afinidad por el receptor al cambiar un sustituyente por otro de distinta
electronegatividad, o al ciclarse la molécula.
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1.6 Relaciones estructura-actividad cuantitativa (QSAR)

Los estudios de relaciones estructura-actividad cuantitativa (QSAR, por sus siglas
en inglés, quantitative structure-activity relationships) buscan identificar y cuantificar las
propiedades fisicoquimicas de una molécula y evaluar cual de estas propiedades tiene
efecto en la actividad biol6gica. De esta manera se podra establecer una ecuacion que
correlacione las propiedades fisicoquimicas de las moléculas con la actividad biologica de
cada compuesto elucidando asi qué propiedades (y en qué grado) juegan un rol
importante en la farmacodindmica y/o farmacocinética de los compuestos. Una vez
establecida esta ecuacion se podra hacer una prediccion de la actividad biolégica de un
nuevo derivado, analogo a los utilizados para desarrollar el modelo. Esto ofrece una
ventaja a la hora de investigar y desarrollar nuevos farmacos debido a que ya no sera
necesario sintetizar una gran cantidad de moléculas para evaluar enensayos biolégicos,
sino que permite priorizar la sintesis de aquellos anadlogos que presenten una alta
actividad predicha. De este modo se ahorra tiempo y recursos valiosos [28].

Para establecer una ecuacion que relacione la actividad biolégica con los
pardmetros fisicoquimicos de cada molécula se sintetiza una serie de analogos variando
una propiedad fisicoquimica especifica, como por ejemplo la lipofilia. Luego se grafica la
actividad biologica versus la propiedad fisicoquimica estudiada para cada analogo y se
verifica mediante un analisis de regresion lineal que los datos estén correlacionados. El
coeficiente de correlacion (r) es una medida de cuan bien la ecuacién explica la variacion
en la actividad observada en términos de los parametros fisicogquimicos presentes en la
ecuacion. Para un ajuste perfecto el valor del coeficiente de correlacién es r = 1. Esta
perfeccién no es posible con los datos biolégicos, por lo que valores de r mayores a 0.9
son considerados aceptables. El coeficiente de correlacién es usualmente expresado

como r?, donde valores mayores a 0.8 se consideran un buen ajuste [29].

1.6.1 Descriptores fisicoquimicos

Los descriptores fisicoquimicos mas utilizados en QSAR son la lipofilia, las
propiedades electrénicas, y los efectos estéricos. Las propiedades lipofilicas pueden ser
facilmente cuantificadas para la molécula completa como para un sustituyente individual.

Mientras que las propiedades electrénicas y estéricas son mas dificiles de cuantificar
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para una molécula entera, por lo que en estos casos se trabaja habitualmente con

sustituyentes individuales.

Lipofilia

La lipofilia de una molécula es importante cuando la molécula es una droga que
debe traspasar una membrana celular y también cuando interacciona con un receptor, por
ejemplo un GPCR, en que el sitio ortostérico es habitualmente hidrofébico [30].

El caracter lipofilico de una droga puede ser medido de forma experimental
mediante la distribucion relativa en una mezcla de n-octanol/agua. Las moléculas
hidréfobas se van a disolver en la fraccibn de n-octanol, mientras que las moléculas
hidrofilas preferirdn la fraccion acuosa. Esta distribucion relativa se conoce como

coeficiente de particién (P) y se obtiene de la ecuacion siguiente:

Concentracion de la droga en octanol

P Ec.1.1

Concentracion de la droga en la fase acuosa

De la ecuacién 1.1 se observa gque los compuestos hidréfobos tendran un valor
alto de P. Variando los sustituyentes de una molécula se produciran analogos con distinto
valor de P. Se puede graficar la actividad biol6gica de estos analogos en funcién de P y
asi comprobar si existe algun tipo de relacion en el caracter lipofilico de la droga y su
actividad biol6gica [31]. La actividad biolégica se expresa comunmente como 1/C, donde
C es la concentracion requerida para alcanzar cierto nivel de actividad biolégica deseada.
Por lo que una droga con un nivel alto de actividad biolégica requerirA menor
concentracion. El grafico se obtiene graficando log (1/C) versus log P. Experimentalmente
se ha comprobado que la actividad biol6gica aumenta al incrementar P hasta llegar a un
valor maximo, luego si se sigue incrementando P la actividad biolégica comienza a
disminuir obteniéndose la gréfica de una parabola (Figura 1.8). En aquellos casos en los
gue el coeficiente de particién es el Unico factor que influencia la actividad bioldgica, la

curva parabolica se puede expresar con la siguiente ecuacion:

1
log (E) = —k;(logP)? + k, logP + ks Ec.1.2

Estudio 3D-QSAR/CoMFA de aminoalquilindoles Pagina 17



log P,

log 1/C

log P

Figura 1.8 Curva parabodlica de log (1/C) vs log P.

La gréfica con forma de parabola se produce debido a que al incrementar la
lipofilia de una molécula esta cruza de forma mas facil la membrana celular hasta llegar a
un maximo después del cual incrementar la lipofilia disminuye la actividad biolégica
debido a que la molécula tiende a quedar retenida en la membrana celular en vez de
atravesarla facilmente, lo que se debe a que las membranas celulares estan formadas por
una bicapa de fosfolipidos [32].

Los coeficientes de particibn pueden ser calculados conociendo la contribucion
gue varios sustituyentes aportan a la lipofilia. Dicha contribucibn se conoce como la
constante de hidrofobia del sustituyente (1) y es una medida de cuan hidréfobo es un
sustituyente en comparacién con el hidrégeno. El valor se puede obtener midiendo el
coeficiente de particion experimentalmente para un compuesto estandar como el benceno
con y sin un sustituyente (X). La constante de hidrofobia para el sustituyente (X) se

obtiene utilizando la siguiente ecuacion:

ny = log Py —log Py Ec.1.3

En la ecuacion 1.3 Py es el coeficiente de particion para el compuesto de referencia
y Px es el coeficiente de particion para el compuesto con el sustituyente X. Un valor
positivo de 1T indica que el sustituyente es mas hidréfobo que el hidrégeno. Por lo que un
valor negativo de 1 indica que el sustituyente es menos hidréfobo.

El coeficiente de particion P es una medida de la hidrofobia global de una droga, por
lo que es una medida importante de que tan eficientemente una droga es transportada

hacia la diana bioldgica. Por su parte la constante T mide la hidrofobia de una regién
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especifica del esqueleto de la droga y al estar presente en la ecuacidon QSAR, puede
enfatizar cualquier interacciéon hidréfoba importante que incluya esa region de la molécula
con el sitio de uni6n. En la Tabla 1.1 se muestran valores de 1T para sustituyentes

comunes en compuestos bioactivos.

Tabla 1.1 Valor de 11 para diversos sustituyentes en el anillo aromético.

Sustituyente ™ aromatico

H 0,00
Br 0,86
Cl 0,71
F 0,14
NO, -0,28
NH, -1,23
OH -0,67
OCHj3 -0,02
CN -0,57
CF; 0,88
CH; 0,56
CH,CH3s 1,02
CH,CH,CHj3 1,55

Efectos electronicos

Las propiedades electrénicas de un sustituyente tienen efecto en la polaridad de
una molécula o en su ionizacion. Esto a su vez afecta que tan facilmente puede atravesar
una membrana celular o que tan fuertemente puede la droga unirse a su diana biolégica
(interacciones dipolares, i6nicas o de puentes de hidrégeno).

Para los sustituyentes de un anillo aromatico se utiliza una medida denominada
constante de sustituyente de Hammett (o). Esta es una medida de la habilidad de un
sustituyente para atraer electrones hacia si mismo o donarlos, y ha sido determinada
midiendo la disociacién de una serie de acidos benzoicos sustituidos comparados con el
acido benzoico sin sustituir [33].

Como el &cido benzoico es un &cido débil, sélo se disocia parcialmente en agua

(Figura 1.9). Se alcanza un equilibrio entre las formas ionizadas y no ionizadas del acido,

Estudio 3D-QSAR/CoMFA de aminoalquilindoles Pagina 19



donde las proporciones relativas de dichas especies se conocen como la constante de
disociacion Ky (el subindice H significa que no hay sustituyentes en el anillo aromatico).

_ [PRCOFI[H*]

- Ec.1.4
H = TIPhC0,H] ¢

Figura 1.9 lonizacion del acido benzoico.

Cuando hay un sustituyente presente en el anillo aromatico, el equilibrio se ve
afectado. Si el sustituyente es un atractor de electrones, como el grupo nitro, da como
resultado que el anillo aromatico atraiga con mas fuerza los electrones y de esa manera
se estabiliza el ion carboxilato. Asi, el equilibrio se vera desplazado hacia la forma
ionizada y el acido benzoico sustituido sera un &cido mas fuerte que aquel sin
sustituyentes, tendiendo un mayor valor de Ky (X representa el sustituyente en el anillo
aromatico) (Figura 1.10).

Si el sustituyente X es un grupo donante de electrones como el grupo alquilo,
entonces el anillo aromatico es menos capaz de estabilizar el ion carboxilato. El equilibrio
se desplaza hacia la izquierda y se obtiene un acido mas débil con un valor mas pequefio
de K.

Grupo aceptor

de electrones X
X
0 o)
L= OHA
C\ ——— C - H
OH \0-
Grupo donor
de electrones X X
/ i
@70\ — @7! ) H+
o \

Figura 1.10 Posicién de equilibrio dependiendo del sustituyente X
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La constante de sustituyente de Hammett (ox) para un sustituyente en particular

(X) esta definida por la ecuacion siguiente:
oy = log Ky —log Ky Ec.1.5

Los &cidos benzoicos con sustituyentes atrayentes de electrones tendran valores
mayores de Ky que el acido benzoico no sustituido, por ende el valor de ox sera positivo.
Sustituyentes tales como CI, CN, o CF; presentan valores positivos de o (Tabla 1.2).

Por el contrario, los acidos benzoicos que tengan sustituyentes dadores de carga
tendran valores mas pequefios de Ky que el acido benzoico sin sustituir. Por lo que el
valor de oy sera negativo para un sustituyente donante electrénico.

Cabe destacar que la constante de Hammett toma en consideracion los efectos
inductivos y los de resonancia [34]. Por lo que el valor de ¢ para un sustituyente en
particular va a depender si es que esta en posicién meta o para [35].

La constante de Hammet no puede ser medida para sustituyentes en posicion orto
debido a que los sustituyentes en esta posicion tienen un considerable efecto estérico,

ademas de electrénico.

Tabla 1.2. Valor de o para diversos sustituyentes en el anillo aromatico. Se muestran

valores para el sustituyente en la posicion meta (o) y en la posicion para (op).

Sustituyente Om op
H 0,00 0,00
Br 0,39 0,23
Cl 0,37 0,23
F 0,34 0,06
NO; 0,71 0,78
NH, -0,16 -0,66
OH 0,12 -0,37
OCH; 0,12 -0,27
CN 0,56 0,66
CF; 0,43 0,54
CH; -0,07 -0,17
CH,CH3 -0,07 -0,15
CH,CH,CHj3 -0,07 -0,13
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Factores estéricos

La facilidad con la que una droga se aproxima y une a Ssu respectivo receptor se
vera influida por el tamafio y forma de la molécula. Un sustituyente voluminoso puede
dificultar la interaccion de una droga con su sitio de union, o por el contrario podria ayudar
a orientar debidamente la droga para una unién Optima y asi mejorar la actividad
biolégica. Las propiedades estéricas son mas dificiles de cuantificar que las propiedades
hidréfobas o electronicas [36-37].

Factor estérico de Taft (Es)

Se han realizado intentos por cuantificar los efectos estéricos del sustituyente
mediante el factor estérico de Taft (Es), cuyo valor puede obtenerse comparando el grado
de hidrolisis de un éster alifatico sustituido con el grado de hidrolisis de un éster

tradicional bajo condiciones acidas [38].

Es = logky — logk, Ec.1.6

En la ecuacion anterior kyxes la constante de hidrolisis de un éster alifatico con el
sustituyente X, mientras que kqes la constante de hidrélisis del éster de referencia. Si el
sustituyente X es mas voluminoso que el atomo de hidrégeno en el éster de referencia, el
grado de hidrdlisis sera menor, por lo que Es tendra valor negativo. Por lo que un valor
negativo de Es implica que el sustituyente aumenta los efectos estéricos sobre la
molécula. Por el contrario un valor positivo de Es implica que el sustituyente produce
menos efectos estéricos sobre la molécula respecto al éster de referencia.

Los valores de Es, sin embargo, al ser una medida de un efecto estérico
intramolecular, no dan cuenta de la mejor forma sobre la influencia estérica de las
sustituciones o sobre el volumen de una molécula, pues las drogas interactan con el
sitio de unién de forma intermolecular [39]. En la tabla 1.3 se muestran valores Es para

sustituyentes comunes en compuestos bioactivos.
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Tabla 1.3 Valores de Es para distintos sustituyentes.

Sustituyente Es

H 0,00
Br -1,16
Cl -0,97
F -0,46
NO, -2,52
NH, -0,61
OH -0,55
OCH; -0,55
CN -0,51
CF; -2,40
CHs; -1,24
CH,CHjs -1,31
CH,CH,CHjs -1,60

Refractividad molar (MR)
Otra medida del factor estérico es proporcionada por un pardmetro conocido como
refractividad molar (MR). Esta es una medida del volumen ocupado por un atomo o grupo

de atomos y su resistencia a la polarizacién[40]. Se obtiene seguln la siguiente ecuacion:

-1 _ MW
T i) d

MR Ec.1.7

En la ecuacién 1.7, n es el indice de refraccion, MW es la masa molar, y d es la
densidad. El termino MW/d define un volumen, y el término (n-1)/(n*+2) provee un factor
de correccion definiendo cuan facilmente el sustituyente o molécula puede ser polarizado.

Esto es significativo si el sustituyente tiene electrones 1 o pares de electrones sin enlazar.
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1.6.2 Ecuacion de Hansch

Si la actividad biolégica de un compuesto esta relacionada Unicamente con una
sola propiedad fisicoquimica, se puede establecer una ecuacion simple que relacione la
actividad con dicha propiedad fisicoquimica. Sin embargo, la actividad biol6gica de la
mayoria de las drogas depende de una combinacién de propiedades fisicoquimicas, por lo
gue se necesita una ecuacion que relacione la actividad biolégica con un nuimero de
parametros diferentes. Este tipo de ecuaciones son llamadas ecuaciones de Hansch y
relacionan la actividad biol6gica con las propiedades fisicoquimicas vistas anteriormente
(log P o m, o, y factores estéricos) [41]. Cuando el rango de valores para la lipofilia es

pequefio la ecuacion serd lineal (Ecuaciéonl.8).
1
logE= kl logP+k20'+k3E5 +k4 Ec.1.8

Si por el contrario, se utiliza un rango amplio de log P, la ecuacién ser& parabdlica

(debido a como la lipofilia afecta la actividad biolégica) (Ecuacionl.9).
1 2
logE = —k,;(logP)* + ky log P + k30 + k4Eg + kg Ec.19

Las constantes k, son determinadas mediante regresion lineal multiple de modo

gue se obtenga la ecuacion con el mejor ajuste.
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1.6.3 Analisis de Free-Wilson

En el analisis de Free-Wilson, se mide la actividad biolégica de un compuesto y
luego se compara con la actividad de una serie de analogos sustituidos. Entonces se
deriva una ecuacion que relaciona la actividad biolégica con la presencia de un
sustituyente en particular [42].

Actividad = kX1 + kX2 + kX3+... + knXn + Z Ec1.10

En la ecuacion 1.10, X, esta definida como una variable indicadora y toma el valor
1 o 0, dependiendo respectivamente si el sustituyente (n) esta presente o no. La
contribucién a la actividad que realiza cada sustituyente esta determinada por el valor de
kn. La actividad promedio de la estructura en estudio esta representada por Z [43].

Debido a que este andlisis s6lo toma en consideracion el efecto global de un
sustituyente en la actividad biolégica en vez de sus propiedades fisicoquimicas, no se
requiere de tablas ni constantes fisicoquimicas, por lo que el método solo requiere de
medidas experimentales de la actividad biolégica. Esto resulta ser Gtil cuando se intenta
cuantificar el efecto de sustituyentes inusuales que no se encuentran tabulados.

La desventaja de este analisis es la gran cantidad de analogos que se deben
sintetizar y testear para que la ecuacion sea significativa.

Otra desventaja es la dificultad para racionalizar los resultados y explicar por qué
un sustituyente en una posicion particular es bueno o malo para la actividad [44].
Finalmente los efectos de diferentes sustituyentes pueden no ser aditivos. Puede haber

interacciones intramoleculares que afecten la actividad.

Estudio 3D-QSAR/CoMFA de aminoalquilindoles Pagina 25



1.7 QSAR 3D

En el método de QSAR 3D las propiedades tridimensionales de la molécula son
consideradas como un todo en lugar de tomar en cuenta los sustituyentes individuales. En
esta técnica se asume que las caracteristicas mas importantes de una molécula son su
tamafo, forma y sus propiedades electronicas (campos electrostaticos).

Existen diversas aproximaciones a la técnica 3D QSAR, pero el método que ha
captado mayor interés fue desarrollado por la compafia Tripos y se le conoce como
CoMFA (Comparative Molecular Field Analysis), el cual se basa en el supuesto de que las
interacciones entre la droga y el receptor son del tipo no covalentes y que los cambios en
la actividad biolégica estan correlacionados con cambios en los campos estéricos y/o

electrostaticos de la droga [45].

1.7.1 Definiendo el campo estérico y electrostatico

Para poder definir los campos estéricos y electrostaticos, una molécula se
construye en un computador utilizando software de modelacion molecular. Si se tienen
diversas conformaciones estables para una molécula, entonces la conformacién activa
debe ser identificada y la energia minimizada. Luego se identifica el farmacoforo (Figura
1.11).

OH

H
HO N .-
~
CHS : .-’f \\
i A
. 4 \ -
Construir modelo Definir farmacéforo /-~
HO 3D P e
-
-
Identificar
conformacion activa
Figura1.11 Identificacion de la conformacion activa y farmacoforo. El farmacoforo en este

ejemplo contempla los 4tomos de oxigeno, el &tomo de nitrégeno, y el centro del
anillo aromatico.

El farmacoforo es el conjunto de rasgos estéricos y electrbnicos que son
necesarios para asegurar las Optimas interacciones intermoleculares con un blanco
biolégico especifico y para gatillar o bloquear, segun sea el caso, la respuesta biolégica
[46].
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El siguiente paso es colocar el farmacoforo en un enrejado virtual (Figura 1.12 (a)).
La posicion del farmacoforo se mantiene constante y actia como un punto de referencia
cuando se posicionan diferentes moléculas en el enrejado. Por cada molécula que se
estudie, su conformacion activa y su farmacoéforo son identificados y luego la molécula es
colocada en el enrejado de tal manera que su farmacéforo calce con el farmacéforo de
referencia (Figura 1.12 (b)). Para obtener los mejores resultados, al superponer todas las

moléculas en estudio sus farmacoforos respectivos deben calzar lo mejor posible con el

de referencia (Figura 1.13).

Figura 1.12 (a) Farmacoforo en el enrejado virtual. (b) Molécula en estudio alineada con el

farmacaéforo.
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Figura1.13 Ejemplo de una serie de analogos de moléculas en estudio alineados todos

respecto a un farmacoéforo de referencia.

Una vez que se ha colocado una molécula en el enrejado, se mide el campo
estérico y electrostatico alrededor de ellas. Esta medida se realiza posicionando un atomo
de prueba como un protén o un carbocatién con hibridacion sp® en cada uno de los puntos
del enrejado virtual. En lo que concierne al campo estérico, este aumentara a medida que
el atomo de prueba se acerca a la molécula. Por otra parte, en lo que respecta al campo
electrostatico, habra una atraccién entre la carga positiva del carbocation y las regiones
ricas en electrones de la molécula, y habra repulsién entre el carbocatién y las regiones
deficientes en electrones de la molécula.

El valor de los campos estéricos y electrostaticos en cada punto del enrejado son
tabulados, y esto se repite para cada molécula en estudio. Un valor en particular de la
energia estérica se elige para definir la forma de la molécula, y los puntos del enrejado
gue tengan ese valor de energia se conectan por lineas de contorno para definir el campo
estérico. Esto se hace para cada molécula. Para medir el campo electrostéatico se lleva a
cabo un proceso similar. Las regiones ricas y pobres son definidas para cada molécula

por lineas de contorno apropiadas (Figura 1.14).
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Figura1.14 Representacion del potencial electrostatico de una molécula. En azul aparecen los

potenciales negativos (-COOH) y en rojo los positivos.

1.7.2 Relacionando formay distribucion electrénica con la actividad biologica

Relacionar el tamafio, forma y distribucion electrénica de una serie de moléculas
con la actividad bioldgica de estas difiere significativamente con el QSAR tradicional. En
un QSAR tradicional hay unas pocas variables involucradas, por ejemplo, la hidrofobia, T,
o, y el tamano. De este modo sélo hay cuatro variables por cada molécula para comparar
con la actividad bioldgica.

En QSAR 3D, las variables para cada molécula son las interacciones estéricas y
electronicas calculadas en miles de puntos del enrejado virtual. Si se tuvieran 100
moléculas en estudio, el nUmero de variables sobrepasa en gran manera el nimero de
estructuras, por lo que no es posible relacionarlas con la actividad bioldgica por medio del
analisis de regresion lineal estandar. Se debe seguir un procedimiento estadistico
diferente, que se denomina minimos cuadrados parciales o PLS (del inglés partial least
squares). Es un proceso estadistico computacional el cual es repetido una y otra vez para
intentar encontrar la mejor férmula que relacione la actividad biol6gica con las diversas
variables. Como parte de este proceso el nimero de variables se reduce a medida que el
software filtra aquellas que claramente no estan relacionadas con la actividad bioldgica.

Una caracteristica importante de este andlisis es que una estructura es
deliberadamente dejada fuera mientras que son el resto de las moléculas se forma alguin

tipo de relacion. Cuando una ecuacion ha sido definida, ésta es probada con la estructura
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qgue fue previamente dejada fuera. A esto se le llama validacién cruzada, y permite
evaluar cuan bien la formula predice la actividad biol6gica para la molécula que fue dejada
fuera [47]. Los resultados son empleados en una nueva ronda de célculos, pero esta vez
se incluye en los célculos la estructura que fue dejada fuera y una estructura distinta se
deja fuera. Esto conduce a una nueva formula mejorada la cual es nuevamente probada
con el compuesto dejado fuera. Este proceso continua hasta que la validaciéon cruzada se
ha llevado a cabo contra todas las estructuras.

Al término del proceso se obtiene la férmula final. EI poder de prediccién de la
ecuacion final esta cuantificado por el coeficiente de correlacion de validacién cruzada
r?, que usualmente se escribe como g°. En contraste con el QSAR normal donde r? debe
ser mayor que 0.8, los valores de g°> mayores que 0.3 son considerados significativos. Es
mas util mostrar una representacion grafica que muestre cuales regiones alrededor de la
molécula son importantes para la actividad biol6gica por motivos estéricos o electrénicos.
De esta manera, un mapa estérico muestra una serie de contornos coloreados indicando
las interacciones estéricas benéficas y perjudiciales alrededor de una molécula
representativa del conjunto de moléculas probadas. Un mapa similar de contornos se crea

para ilustrar las interacciones electrostaticas benéficas y perjudiciales (Figura 1.15).

Figura 1.15 Se muestran dos mapas de contornos para una misma molécula donde se sefiala mediante

color verde los sitios donde un sustituyente voluminoso mejoraria la actividad bioldgica, y en amarillo donde
un sustituyente voluminoso perjudica la actividad bioldgica. El color rojo indica que un sustituyente con
potencial electrostatico negativo incrementa la actividad biolégica, mientras que en las zonas azules un
sustituyente con potencial electrostatico positivo beneficia la actividad.
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1.7.3 Potencial hidrofébico

En lo referente a QSAR tradicional, el factor hidrofébico es muy importante y la
mayoria de las ecuaciones incluyen un valor de log P. Sorpresivamente, el calculo del
factor hidrofébico en un estudio de QSAR 3D no es tan crucial y la mayoria de los
estudios exitosos se han basado Unicamente en factores estéricos y electrostaticos. Sin
embargo, estudios de QSAR 3D pueden llevarse a cabo utilizando el factor hidrofébico si
el atomo sonda es reemplazado por una molécula de agua para asi calcular el potencial

hidrofébico en cada punto del enrejado.

1.7.4 Ventajas de QSAR 3D por encima de QSAR tradicional

La técnica de QSAR tradicional presenta los siguientes problemas:

e Solo se pueden estudiar moléculas con estructuras similares

e Lavalidez de los descriptores numeéricos esté en tela de juicio debido a que
estos descriptores se obtienen midiendo velocidades de reaccion y
constantes de equilibrio en reacciones modelo y luego son tabuladas. Sin
embargo, separar una propiedad de otra no es siempre posible en
mediciones experimentales. Por ejemplo, la medicién del factor estérico de
Taft no es puramente una medida del factor estérico porque las
velocidades de reaccion medidas empleadas para definirlo son también

afectadas por factores electrénicos.

e Los descriptores tabulados podrian no incluir datos para sustituyentes

inusuales.

e Se requiere sintetizar un rango de moléculas donde se varian los

sustituyentes para probar una propiedad en particular.

¢ Las ecuaciones de QSAR tradicional no sugieren directamente que nuevos

compuestos sintetizar.
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Los problemas anteriores se evitan realizando estudios de QSAR 3D, que ademas
posee las siguientes ventajas:

e Las interacciones favorables y desfavorables son representadas
graficamente por contornos tridimensionales alrededor de una molécula
representativa. Una imagen es mucho mas facil de interpretar que una

féormula matematica.

e En QSAR 3D las propiedades de la molécula de prueba son calculadas
individualmente por un programa. No existe dependencia en factores
experimentales o tabulados. No hay necesidad de restringir el estudio sélo
a moléculas de estructura similar. Mientras uno esté seguro de que todos
los compuestos en estudio compartan el mismo farmaco6foro e
interaccionan del mismo modo con la diana bioloégica, pueden ser

analizados en un estudio de QSAR 3D.

e La representacion grafica de las interacciones benéficas y perjudiciales
permiten disefiar nuevas estructuras. Como ejemplo, si un mapa de
contorno muestra un efecto estérico favorable en una ubicacion particular,
esto implica que el sitio de unién de la droga tiene espacio para extender
mas la molécula en esa ubicacién. Esto puede conducir a interacciones

mas favorables entre la droga y su receptor.

e Tanto el QSAR tradicional como el 3D pueden ser empleados sin la

necesidad de conocer la estructura de la diana bioldgica.
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1.7.5 Problemas potenciales de QSAR 3D

Hay que tener en cuenta ciertas consideraciones al momento de realizar un QSAR
3D para evitar equivocaciones. Algunas de estas son:

e Se debe procurar que cada molécula esté en su conformacién activa cuando se

procede al alineamiento.

e Cada molécula debe estar debidamente alineada con respecto a las otras, de

manera tal que sus farmacoforos coincidan.

Es posible conocer la conformacion activa en estructuras rigidas como los esteroides,
pero es mas dificil con moléculas flexibles que tienen la capacidad de rotar sus enlaces.
Por lo que resulta de utilidad tener un analogo cuya conformacién esté restringida y sea
biolégicamente activo para que actle como guia para la probable conformacion activa.
Entonces se pueden construir en el computador moléculas mas flexibles con la
conformacion que calce lo mas posible con la del andlogo mas rigido. Si la estructura del
sitio de union se conoce, esto puede ser (til para decidir la conformacién activa probable
para las moléculas y como deben ser alineadas previo al estudio QSAR 3D.

Se debe asegurar que todos los compuestos en estudio interactlen con la diana
farmacoldgica de manera similar. Por ejemplo, un estudio de todos los posibles
inhibidores de la acetilcolinesterasa esta condenado al fracaso. La gran diversidad de
estructuras involucradas hace imposible alinearlas para generar un farmacoforo
tridimensional. Ademas, los diferentes inhibidores no interaccionan con la enzima del
mismo modo. Estudios cristalograficos de rayos X de complejos enzima-inhibidor
muestran que los inhibidores tacrina, edrofonio, y decametonio tienen todos diferentes

orientaciones al unirse al sitio activo.
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2 Hipotesis

Considerando lo siguiente:

Los abundantes reportes sintéticos de compuestos de estructura aminoalquilindol
con afinidad tanto CB1 como CB2.

La similitud estructural de todos estos compuestos, en que se conserva el nicleo
comun indol.

Las modificaciones quimicas estructurales acotadas a tres regiones de sustitucion
en el anillo heterociclico: las posiciones 1, 3, y el anillo de benceno inddlico (Figura
2.1)

Figura 2.1 Tres regiones de modificacién posible en el anillo indol.

La ausencia de trabajos que busquen explicar por qué algunos compuestos
presentan mas o menos afinidad por un determinado subtipo de receptor a pesar

de su aparente similitud molecular.

Postulamos que:

1.

2.

Deben haber similitudes en los potenciales electrostéaticos y estéricos en la familia
aminoalquilindol, lo que debe explicar la afinidad que presentan por ambos
subtipos de receptores de cannabinoides.

También deben haber diferencias claras en los potenciales electrostaticos y
estéricos en la familia aminoalquilindol, lo que explicaria la selectividad que
presentan muchos compuestos reportados por un subtipo de receptor en
particular.

Dada la naturaleza lipofilica de las moléculas afines a estos receptores, asi como
por el entorno hidrofébico del sitio de uniéon cannabinoide, la mayor contribucion a

la actividad biolégica vendria dada por el potencial estérico de los compuestos.
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3 Resultados y Discusiones

Como se mencion6 en el apartado de introduccion, una de las familias de
compuestos cannabinoides de sintesis que se ha estudiado mas intensamente y con
mayores proyecciones futuras son los aminoalquilindoles. Con el fin de obtener
informacion valiosa para el disefio y sintesis de nuevos compuestos de esta clase, asi
como para explicar las diferencias en cuanto su selectividad por un subtipo de receptor
(CB1/CB2), se realiz6 una busqueda y recopilacion bibliografica en el estado del arte de
un total de 92 compuestos [48-50], cuyas estructuras se reportan en el Apéndice. A
continuacion se procede a presentar los resultados y discusion de los estudios de 3D-

QSAR/ CoMFA realizados en esta serie de moléculas.

La conformacion activa para los compuestos es una etapa clave de todo analisis
CoMFA [51]. Por otra parte uno de los parametros mas sensibles en el andlisis COMFA es
el alineamiento de todas las moléculas del estudio [52]. La exactitud predictiva de los
modelos CoMFA y la confiabilidad de los contornos depende directamente del algoritmo
utilizado en el alineamiento [52]. En nuestro caso el problema se solucioné empleando un
alineamiento por ndcleo comdn, o sea todos los compuestos se superpusieron haciendo
coincidir el anillo comun indol. Por otra parte la minimizacion energética de las moléculas
se realizé por mecénica molecular (campo de fuerza de Tripos) y una subsecuente
dindmica molecular de templado simulado. Finalmente se asignaron cargas de Gasteiger-
Huckel a cada atomo en las moléculas [53-54].

En la siguiente figura (Figura 3.1) se muestra el alineamiento global de todos los

compuestos estudiados
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Figura 3.1 Alineamiento por ndcleo comun indol de los compuestos estudiados. Se aprecian tres zonas

de variabilidad estructural: en el anillo de benceno, en la posicion 3 y las alquilaciones del
nitrégeno inddlico.

La primera etapa en el andlisis estadistico es la realizacion de un estudio de
validacion cruzada para obtener el nimero 6ptimo de componentes (N) y el valor de g°. El
analisis del nimero de componentes para ambos modelos se muestra en la siguiente
tabla (Tabla 3.1). En ambos casos se escoge el N que genere el mayor valor de g° y el

menor error posible.
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Tabla 3.1  Andlisis de componentes*

CoMFA CB1
SEP | 0.268 0.263 0273 0.277 0.284 0297 0305 0311 0318 0322 0329 0335 0341 0348 0355
q2 0704 0722 0709 0709 0903 0.685 0.677 0674 0671 0673 0.672 0673 0672 0672 0.672
N 1 2 3 4 3 ] 7 ) 3 10 11 12 13 14 15
CoMFA CB2
SEP 0432 0392 038 0374 0373 0363 0366 037 0374 0375 0377 038 0383 0387 0391
q2 0440 0546 0563 0600 0.611 0.625 0638 0639 0637 0643 0647 0.643 0650 0.650 0.651
N 1 2 3 4 5 ] 7 ) 9 10 1 12 13 14 15

*SEP = Error estandar de la prediccion. q2 = Coeficiente de validacién cruzada. N = nimero de componentes.

El coeficiente de validacion cruzada g es un indicador de que tan bueno es el
modelo para predecir la actividad biolégica de los mismos compuestos utilizados en la
construccion del modelo (set de entrenamiento). Por otra parte el nUmero éptimo de
componentes (N) corresponde a la agrupacién de variables independientes (valores de
potenciales estéricos y electrostaticos en cada punto del enrejado virtual), y como norma
general debe ser menor a un tercio del nimero de compuestos.

Los parametros estadisticos de nuestro modelo CoMFA se muestran en la tabla
3.2. Para que un modelo sea confiable se requiere que el valor de coeficiente de
validacién cruzada g® sea mayor a 0.5 [55]. El modelo obtenido presenta buenos valores
de r?, F, y g%, asi como pequefios valores del error estandar de la estimacién (SEE) tanto
para CB1 como para CB2, lo que sugiere que nuestro modelo es confiable y predictivo.
Las contribuciones estéricas y electrostaticas fueron del orden de 70% y 30%

respectivamente en ambos casos.
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Tabla 3.2 Sumario de parametros estadisticos de los modelos COMFA*

CoMFA CB1 %Contribucioén
N ¢@° r’ SEE F PRESS SD r%,q Estérico Electrostatico
2 0,722 0845 0,197 100 546 1522 0,641 71,4 28,6
CoMFA CB2
10 0,643 0,999 0,021 4376 2,556 10,16 0,748 71,2 28,8

*r? = Coeficiente de correlacién de Pearson (coeficiente de correlacion multilineal). SEE = error estandar de la
estimacion. F = valor del test de Fischer. PRESS = suma de las desviaciones cuadradas entre la actividad
biolégica real y predicha para cada molécula en el set de prueba. SD = suma de las desviaciones cuadradas
entre la actividad biol6gica de cada molécula en el set de prueba y la actividad promedio de las moléculas del
set de entrenamiento. r°yeq = valor predictivo de r* basado solamente en las moléculas del set de prueba.

Como se aprecia en la tabla 3.2 la actividad biolégica de los compuestos se debe
mayormente a su contribucion estérica. Esto no es de extrafiar debido a que el sitio activo
de los receptores cannabinoides esta conformado por residuos aminoacidicos
hidrofébicos. Ademas los ligandos enddgenos para estos receptores son derivados de
fosfolipidos de membrana de naturaleza altamente hidréfoba.

El valor de rzpred estd basado solamente en las moléculas del set de prueba y se

obtuvo de acuerdo a la siguiente ecuacion.

_ i1 (i — xi)z

Ec.3.1
i (x; — )2 ¢

2 —
rpred =1

Ecuacién 3.1.  Yj= valor de la actividad biologica predicha de cada molécula en el set de prueba, Xj= valor

de la actividad biol6gica real de cada molécula en el set de prueba. X = actividad promedio de las moléculas

del set de entrenamiento.
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El valor de r’,eq €s una medida de la capacidad predictiva externa del modelo. O sea es

un indicador de que tan fiable es el QSAR en la prediccion de actividades bioldgicas de

moléculas que no se consideraron en el analisis (ni como set de entrenamiento ni como

set de prueba). En este caso los valores de r’yeq fueron de 0.641 para CB1y 0.748 para

CB2. Valores iguales o mayores a 0.6 se consideran buenos.

Los valores de actividad predichos de los compuestos por cada modelo CoMFA se

presentan en la tabla 3.3. Las estructuras de las moléculas de la tabla se pueden revisar

en el apéndice. El gréfico de los valores predichos de pK; versus el valor experimental de

cada uno se muestra en la figura 3.2. La mayoria de los puntos tiene una buena

distribucion a lo largo de la recta y=x, lo que sugiere que la calidad del modelo 3D-QSAR

es buena.

Tabla 3.3. Valores de Ki, pKi y residuales de los modelos en CB1 y CB2.

Molécula K;CBl1 pKireal

pKipredicho Residuales

(nM)

1 1660.0

2 488.0

3 698.0

4 5300

5 3617.0

6 2791.0

7 3621.0

8 1258.9

9 389.0

10 2455
11 1096.5
12 281.8
13 2818.4
14 776.2
15 8511
16  1288.2
17 1698.2
18 1862.1

CoMFACBI1
(M) (M)
Set de entrenamiento

5.780 5.664
6.312 6.223
6.156 6.325
6.276 6.352
5.442 5.462
5.554 5.526
5.441 5.531
5.9 5.918

6.41 6.353
6.61 7.022
5.96 5.958
6.55 6.216
5.55 5.665
6.11 5.978
6.07 6.065
5.89 5.911
5.77 5.775
5.73 5.808

0.116
0.089
-0.169
-0.076
-0.020
0.028
-0.090
-0.018
0.057
-0.412
0.002
0.334
-0.115
0.132
0.005
-0.021
-0.005
-0.078
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19 2291 6.64 6.417 0.223
20 363.1 6.44 6.551 -0.111
21 616.6 6.21 6.070 0.140
22 1318 6.88 6.907 -0.027
23 61.7 7.21 7.036 0.174
24 72.4 7.14 6.948 0.192
25 5370 6.27 6.176 0.094
26  562.3 6.25 6.130 0.120
27 91.2 7.04 6.859 0.181
28  213.8 6.67 6.695 -0.025
29 2818 6.55 6.921 -0.371
30 1445 6.84 6.605 0.235
31 676.1 6.17 6.083 0.087
32 660.7 6.18 6.222 -0.042
33 380.2 6.42 6.723 -0.303
34 2138 6.67 6.635 0.035
35 6918 6.16 6.487 -0.327
36 1258.9 5.9 6.120 -0.220
Set de prueba
37 1828.1 5.738 6.141  -0.40
38 12.3 7.91 6.999 0.91
39 13.2 7.88 6.93 0.95
40 44.7 7.35 6.886 0.46
41 331 7.48 6.73 0.75
42 28.2 7.55 6.762 0.79
43 1000.0 6 6.462  -0.46
44 31.6 7.5 6.773 0.73
45 25.1 7.6 6.825 0.77
46 1621.8 5.79 6.218  -0.43
47  354.8 6.45 6.927  -0.48
48 47.9 7.32 6.883 0.44
49  2238.7 5.65 6.124  -0.47
CoMFA CB2
Molécula K;CB2 pKireal  pKipredicho Residuales
(nM) (M) (M)
Set de entrenamiento

1 110 6.959 6.974 -0.02

2 98.0 7.009 7.028 -0.02

3 67.0 7.174 7.169 0.01
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4 50.0
5 10.3
7 6.4
10 3.2
11 3.3
12 4.6
15 4.4
17 26.0
20 11.0
21 16.0
23 2.6
24 2.1
25 5.9
27 2.8
28 3.3
30 1.8
34 8.2
35 2.8
37 17.8
41 0.9
43 2.9
45 1.4
49 31.0
50 50.0
o1 189
52 12.7
53 25.4
54 11.2
55 22.2
56 11.6
57 2.5
58 2.0
59 70.8
60 5.0
61 1.6
62 3.0
63 2.5
64 3.5
65 8.5

7.301
7.987
8.196
8.495
8.481
8.337
8.357
7.585
7.959
7.796
8.585
8.678
8.229
8.553
8.481
8.745
8.086
8.553
7.750
9.056
8.538
8.854
7.509
7.301
6.724
7.896
7.595
7.951
7.654
7.936
8.606
8.693
7.150
8.301
8.796
8.523
8.602
8.456
8.071

7.330
7.964
8.174
8.536
8.478
8.348
8.385
7.522
7.972
7.811
8.579
8.647
8.234
8.545
8.500
8.730
8.079
8.542
7.743
9.060
8.521
8.847
7.489
7.299
6.719
7.907
7.567
7.980
7.651
7.964
8.608
8.691
7.134
8.299
8.806
8.498
8.635
8.452
8.082

-0.03
0.02
0.02
-0.04
0.00
-0.01
-0.03
0.06
-0.01
-0.02
0.01
0.03
-0.01
0.01
-0.02
0.02
0.01
0.01
0.01
0.00
0.02
0.01
0.02
0.00
0.01
-0.01
0.03
-0.03
0.00
-0.03
0.00
0.00
0.02
0.00
-0.01
0.03
-0.03
0.00
-0.01
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66 0.5 9.292 9.273 0.02
67 9.3 8.032 8.028 0.00
68 3.1 8.509 8.504 0.01
69 9.3 8.032 8.039 -0.01
70 27.0 7.569 7.556 0.01
71 32.0 7.495 7.502 -0.01
72 1.9 8.721 8.743 -0.02
73 5.8 8.237 8.254 -0.02
74 9.2 8.036 8.010 0.03
75 2.0 8.699 8.671 0.03
76 2.1 8.678 8.661 0.02
77 2.2 8.658 8.644 0.01
78 3.1 8.509 8.532 -0.02
79 2.9 8.538 8.554 -0.02
80 20.0 7.699 7.721 -0.02
81 8.3 8.081 8.066 0.02
82 1.3 8.886 8.884 0.00
83 35.0 7.456 7.455 0.00
Set de prueba
6 5.7 8.242 8.202 0.04
8 3.0 8.523 8.553 -0.03
9 3.9 8.409 8.651 -0.24
18 58.0 7.237 7.164 0.07
26 2.3 8.638 8.205 0.43
32 1.3 8.886 8.494 0.39
33 1.0 9.004 8.606 0.40
36 115 7.939 8.209 -0.27
39 0.7 9.187 8.635 0.55
42 1.0 9.000 8.530 0.47
48 3.7 8.432 8.264 0.17
84 11.8 7.928 7.283 0.65
85 20.5 7.688 7.353 0.34
86 70.0 7.155 7.346 -0.19
87 6.6 8.180 8.353 -0.17
88 190 6.721 7.350 -0.63
89 3.8 8.420 8.662 -0.24
90 0.4 9.398 8.863 0.53
91 1.8 8.745 8.715 0.03
92 1.8 8.745 8.557 0.19
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Figura 3.2. Actividad experimental versus actividad predicha para cada molécula. A. Modelo CoMFA

CB1. B. Modelo CoMFA CB2.
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La siguientes figuras resumen los mapas de potenciales estéricos (Figura 3.3) y
electrostaticos (Figura 3.4) para los receptores CB1 y CB2.

Figura 3.3 Mapas de potenciales estéricos CB1 y CB2 para el compuesto N° 90. Las regiones verdes
indican que sustituyentes voluminosos favorecen la actividad viceversa las amarillas.

Estudio 3D-QSAR/CoMFA de aminoalquilindoles Pagina 44



Figura 3.4 Mapas de potenciales electrostaticos CB1 y CB2 para el compuesto N° 90. Los contornos
azules indican donde la presencia de carga positiva favorece la actividad, mientras que los
contornos rojos indican donde carga negativa favorece la actividad.
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Para facilitar el andlisis dividimos la molécula en tres regiones mas un conector como se

ilustra a continuacioén (Figura 3.5).

Figura 3.5 Estructura del compuesto representativo N° 90. Se muestran las regiones analizadas en el
estudio CoOMFA.

Para sistematizar nuestro analisis y obtener informaciéon atil de las relaciones
estructura-actividad en los receptores CB1 y CB2, a continuacion focalizamos nuestro

analisis en las regiones moleculares definidas en la figura 3.5.
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Analisis para el receptor CB1

Analisis de campo estérico
Region I:

Se evidencia un gran poliedro verde en torno a esta region y que ademas continla
a lo largo de toda la region Ill. A una mayor distancia del poliedro verde en la region | se
aprecia una region amarilla. Esto significa que sustituyentes voluminosos en cualquier
posicion del benceno del indol aumentan la actividad biolégica. Sin embargo como ya
mencionamos la regién amarilla limita en cierto grado el tamafio de las sustituciones en
posicion para respecto el nitrdgeno del indol. En resumen podemos decir que la Unica
limitacion para esta region seria mas bien el largo de la conexion del sustituyente al

benceno en la posicion para.

Regioén Il

La region Il se encuentra completamente rodeada por un mapa estérico restrictivo
(amarillo). Esto significa que existe una gran limitacién al tamafio de las sustituciones
después del conector. La actividad se vera favorecida con la presencia de anillos y grupos

pequefios.

Region I

La cadena estd completamente rodeada de una regién verde que termina en el
atomo de azufre del compuesto (N° 90). Esto se puede aprovechar no aumentando el
largo de la cadena sino que el grado de ramificacién de esta o sustituyéndola por ciclos

mas voluminosos de longitud semejante.

Conector:

No se aprecian restricciones significativas ni grandes concesiones al tamafo de
este, por lo que eventualmente la contribucién del conector a la actividad biolégica viene
dada por la disposicién angular que permite entre las regiones | y Il. Es interesante la
investigacion del cambio del conector carbonilico por isdsteros o bien otro tipo de

cadenas.
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Analisis de campo electrostatico
Region I:

Evidencia una gran area roja contigua a la posicion 4 respecto al nitrégeno del
indol. Esto significa que podemos conectar sustituyentes electronegativos al benceno o
bien reemplazar el anillo por un isdstero con propiedades electronegativas como por

ejemplo un tiofeno u otro anillo pirrol.

Region Iy Il

No se aprecian potenciales electronegativos ni electropositivos, por lo que a priori
la naturaleza electronica de las sustituciones no tiene un mayor impacto en la actividad
bioldgica. Esto sin embargo méas que ser una limitacion al disefio, ofrece la posibilidad de
evaluar multiples opciones electrénicas.

La ausencia de informacion en particular en la region Il se debe a la similitud de los

anillos en esa zona y su neutralidad eléctrica: ciclopropil, adamantil, ciclohexil, y fenil.

Conector:
Sélo se aprecia un pequefio poliedro rojo en las cercanias al oxigeno, lo que

sugiere que la presencia de este atomo es favorable para la actividad.

Andlisis para el receptor CB2

Andlisis de campo estérico
Region I

Un gran poliedro amarillo cercano a las posiciones meta y para respecto el
nitrégeno inddlico limita drasticamente la posibilidad de sustituir en esas posiciones. A
diferencia del mapa para CB1 hay una ausencia practicamente total de regiones verdes,
por lo que podemos incrementar la selectividad por un subtipo de receptor modulando el
tamanfo e hidrofobia de los sustituyentes en el anillo benceno.

Aparentemente no hay restricciones pero tampoco seria favorable mayormente la

sustitucion de las posiciones 6 y 7 del indol.
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Regioén Il

La primera impresion es un poliedro verde que rodea el anillo ciclopropil, aunque
sin embargo vemos también dos poliedros amarillos rodeando esta primera region verde.
Esto significa que a diferencia del mapa para CB1 aqui si existe una posibilidad acotada
para aumentar el tamafio del anillo o el volumen de sus sustituyentes.

Para incrementar la selectividad por el receptor CB2 se deberia explorar el cambio
completo del anillo ciclopropil por otros como por ejemplo ciclohexil o fenil. De hecho si
vemos los valores de K; para los compuestos 38 a 42, vemos que presentan esta clase de
anillos voluminosos en la region Il y como es de esperarse de acuerdo a los resultados
presentan una buena afinidad por el receptor CB2 (Ki < 20 nM) y una mala o menor

afinidad por el receptor CB1 (Ki > 60 nM en todos los casos).

Region llI:

En este caso la situacion es similar al mapa para CB1. Un gran poliedro verde
rodea al grupo tiometil aunque no transcurre a lo largo de toda la cadena. El reemplazo
por tanto de la parte final de esta ramificacion por atomos mas voluminosos por ejemplo
Bromo o Yodo asi como por pequefios ciclos, mejorarian la actividad biolégica tanto para
CB1 como para CB2.

Conector:

El oxigeno carbonilico a diferencia del caso CB1 se proyecta hacia un poliedro
amatrillo, por lo que el reemplazo de este por un atomo isostérico como azufre no seria
favorable. Seria interesante investigar la eliminacion del &tomo de oxigeno, aunque habria

gue tener en consideracion la variacién angular generada.

Andlisis de campo electrostatico
En este caso hay una drastica diferencia con respecto al mapa de CB1. Vemos la

existencia de regiones claras y definidas en cada una de las regiones.

Region I
Un gran poliedro azul estd en contacto con el anillo de benceno aunque se
proyecta mayormente hacia las posiciones 4 y 5 del anillo indol. Esto es notable pues es

una situacion inversa al mapa CB1, en este caso seria favorable la insercion de grupos
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electropositivos o el cambio por anillos capaces de protonarse a pH fisiolégico como por
ejemplo piridina, pirimidina, piperidina y anilinas entre otros. La region | es por lo tanto
desde el punto de vista electrénica un area clave para conseguir selectividad.

Regioén Il
Se encuentra totalmente inmersa en una zona de potencial electronegativo (rojo).
Esto hace evidente que para aumentar la afinidad es necesaria la adicion de atomos o

grupos electronegativos como oxigeno, halégenos, azufre, y nitrdgenos no protonables.

Region llI:
El grupo tiometil y los dos carbonos anteriores a este se encuentran rodeados por
una region de potencial electrostatico positivo, lo que sugiere que el reemplazo por

atomos o grupos de esta clase seria beneficioso para la afinidad por el receptor CB2.

Conector:

Se encuentra dentro del poliedro rojo de la regién Il. Aqui hay una similitud con
respecto al mapa para CB1. Eventualmente el oxigeno carbonilico juega un rol importante
como aceptor de puente de hidrégeno en el sitio de union, hecho que también ya ha sido

sugerido por estudios de docking en aminoalquilindoles [56].
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4 Conclusiones

En sintesis, se ha realizado un estudio QSAR tridimensional, en una extensa serie de
92 compuestos con afinidad CB1 y CB2, con el objeto de entender y racionalizar la
afinidad y selectividad de la familia de compuestos de estructura aminoalquilindol en su

union a los receptores de cannabinoides.

Hemos descubierto que hay claras diferencias en los requisitos estéricos y electrénicos
para la selectividad por un subtipo de receptor. En la siguiente figura (Figura 4.1) se
resumen las relaciones estructura-actividad CB1 y CB2 encontradas para

aminoalquilindoles.

Figura 4.1 Resumen de las relaciones estructura-actividad para cada una de las regiones
analizadas.

Este estudio provee informacion valiosa para el disefio de nuevos compuestos afines y
selectivos por un tipo de receptor de cannabinoides, permitiendo economizar tiempo y

recursos dirigiendo la sintesis hacia la obtencion de las moléculas més promisorias.
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Apéndice

Estructura'y numeracion de las moléculas
A continuacion se presenta la estructura de cada una de las moléculas segun la

numeracion empleada en la tesis.
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