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2  NOTA ACLARATORIA CONTINGENCIA PANDEMIA COVID-19

Tras el pedido de la rectoria de la Universidad De Valparaiso de prohibir el ingreso de
personal no critico a la Facultad de ciencias el dia 16 de Marzo y luego la cuarentena en la
region de Valparaiso el dia 15 de Junio de 2020, yo no he podido acceder al laboratorio donde
desarrollo mi investigacion, lo que impidié terminar las sintesis de cual trata esta tesis,
ademas de algunos resultados que solo se encuentran en los computadores del laboratorio.
Por lo tanto, en esta tesis encontraran secciones las cuales son resultados esperados o
resultados aproximados, al no poder acceder a ellos.



3 RESUMEN

Las conexinas son proteinas de transmembrana, de las cuales seis de ellas pueden formar
canales celulares en la membrana plasmatica. Estos canales pueden unirse con otro canal de
otra célula formando gap junctions (del inglés, “uniones estrechas”). Esta unién conecta
ambos citoplasmas, permitiendo el intercambio de moléculas y iones. Existen diferentes
conexinas, una de ella es la conexina 50 (Cx50), la cual forma gap junctions en el desarrollo
del cristalino ocular. Mutaciones en este gen generan cataratas congénitas, llevando a una
inhibicion de la conexina 50. El funcionamiento de la conexina 50 necesita ser mayormente
estudiado, por ello en la presente tesis planteamos el disefio y sintesis de nuevos inhibidores
de gap junctions de conexina 50 de estructura benzimidazol. Con este fin se realizaran
estudios 3D-QSAR y Docking, y se llevara a cabo la sintesis de dos compuestos a partir de los
estudios computacionales, utilizando el heterociclo benzimidazol como farmacéforo de
partida.

Los Resultados de modelacion computacional muestran prometedoras actividades bioldgicas
para los compuestos disefiados. Por lo tanto, la sintesis y evaluacion bioldgica de estos
compuestos sera llevada a cabo en una etapa ulterior.



4 INTRODUCCION

4.1 CONEXINAS 50:
Las conexinas son proteinas de transmembrana, ordenadas en hexameros
formando hemicanales o conexones (Figura 1). Estos hemicanales pueden formar
gap junctions (del inglés, “uniones estrechas”), las cuales son la unién de dos
hemicanales de diferentes células. Los gap junctions poseen un poro, el cual
permite el paso de pequefias moléculas o iones como ATP, péptidos, calcio, etc.!
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Figura 1 A. Esquema de un gap junction uniendo el citoplasma de ambas células.
En el segundo y tercer esquemas By C se muestran los hemicanales que
conforman el gap junction?.

Existen diferentes tipos de conexinas, por lo cual se ha optado por una
nomenclatura para diferenciarlas. Esta nomenclatura consiste en acompafiar el
nombre conexina (Cx) con su peso molecular en kilo-daltons, Ej. Conexina 26, 43,
50, etc.

Las conexinas se expresan en diferentes tejidos humanos y estan involucradas en
diferentes patologias, como se muestra en la tabla 1:



Tabla 1. Conexinas con sus respectivos genes, lugares de expresion y patologias
asociadas?.

Conexina Gen Tipos de células u | Patologia
érgano en que se
expresa

Cx26 GJB2 Microglia, Problemas

hepatocito, célula de | dérmicos.
Kupffer, estémago,
gueratinocito,
pulmon alveolar.

Cx30.3 GJB4 Queratinocito. Sindrome de
Clouston.

Cx31 GJB3 Intestino delgado, | Sordera.
colon, piel.

Cx32 GJB1 Microglia, Problemas
oligodendroglia. dérmicos.

Cx40 GJAS Endotelio, corazon, | Fibrilacion
células T, células b, | arterial.
Mioblastos.

Cx43 GJAI Astroglia, endotelio, | Displasia
cardiacas, Oculodentodigital

fibroblasto, célula T,
célula B, monocito,

macrofago,
neutrofilo, célula
dendritica.
Cx46 GJA3 Epitelio  pulmonar, | Cataratas.
lente ocular,
osteoblasto.
Cx47 GJC2 Oligodendroglia. Enfermedad tipo
Pelizaeus-
Merzbacher.
Cx50 GJA8 Cristalino. Cataratas.

Como se puede apreciar diferentes tipos de conexinas pueden estar
involucradas en diferentes enfermedades. Dentro de esta variedad se
encuentra la Cx50, donde mutaciones en esta forma son causantes de
cataratas congénitas®. Para este tipo de patologia, la opacidad del cristalino
se presenta una vez al nacer, la infancia o en el desarrollo fetal. Generalmente
esta se presenta de forma bilateral. En fetos y embriones, a veces afectado el
nucleo del lente y a veces presenta una difusion cortical®.



4.2 QSAR:

La Cx50 es responsable del correcto desarrollo del cristalino, sus gap junctions
permiten la conexion intermolecular entre las células del cristalino. Las
mutaciones disminuyen la probabilidad de encontrar los gap junction de
conexina 50 funcionales o estas quedan atrapadas en compartimientos
intercelulares®. El correcto funcionamiento de las gap junctions de Cx50,
permite la correcta diferenciacién del epitelio del cristalino, ademas actua
como una molécula adhesiva que es fundamental para mantener la integridad
de la fibra de la lente®. Otros fendmenos observados a consecuencia de
expresar Cx50 mutada (mutacién L7Q) es el descenso de presidn en ratas
hipertensas ,donde disminuyeron las proteina de colesterol de alta densidad,
ademas de disminuir el transcriptoma de la Cx50 en corazén y higado’.

La Cx50 no solo se puede encontrar en el cristalino, sino también esta
presente en: Tubulos seminiferos de rata®Retina de rata®, rifion de
ratal®,células cromafin de rata '%,corazdn de rata’, higado de rata’ y aorta de
rata’.

En estos casos, el desarrollo de un inhibidor selectivo de gap junction de Cx50,
ayudara a una mejor compresion del desarrollo y fisiologia de cataratas.
Ademads, debido a la presencia de la Cx50 en diferentes tejidos ayudard a una
compresion de la fisiologia y fisiopatologia de las Cx50.

Un estudio en base a ligandos puede ayudar a esclarecer un potencial sitio
activo para la inhibicion de gap junctions de Cx50 y las demads formas de
conexinas. De esta forma se abre la posibilidad para el desarrollo de nuevas
drogas mas especificas para otras conexinas, las cuales estan presentes en
diferentes patologias producto de wuna abertura andmala de los
hemicanales'?. Por lo que este estudio busca sentar las bases para el
desarrollo racional de nuevas drogas para las diferentes conexinas de
relevancia terapéutica.

A continuacion, explicaremos las técnicas QSAR y Docking, empleadas en la
presente tesis para proponer nuevos compuestos inhibidores de gap juntions.

Las relaciones cuantitativas de estructura- actividad, QSAR (de su nombre en
inglés “quantitative structure activity relationships”), consisten en establecer
una relacién matematica entre la estructura de una serie de compuestos, con
sus parametros fisicoquimicos vy la actividad biologia que poseen.

Dentro de las técnicas QSAR podemos encontrar los métodos 2D-QSAR,
basados en descriptores calculados o experimentales y los métodos 3D-QSAR
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como CoMSIA®3 (“Comparative Molecular Similarity Indices Analysis”, esto es,
“Andlisis comparativo de indices de similitud molecular). COMSIA relaciona la
actividad y estructura de la molécula mediante una relacion en 3D de
diferentes campos. A diferencia de otros métodos CoMSIA utiliza funciones
gaussianas. Dentro de los campos estan: el electrostatico, el estérico, el
hidrofdbico, el dador y el receptor de puentes de hidrogeno.

Los principales tipos de descriptores empleados en los métodos QSAR son
detallados a continuacion.

4.2.1 DESCRIPTORES'*:

Los descriptores corresponden a la variable independiente de los calculos QSAR. Se derivan
de los resultados de algunos hallazgos fisicoquimicos experimentales, o bien pueden ser
calculados. Tienen una directa conexién con las propiedades fisicoquimicas de la molécula.

4.2.1.1 Hidrofobicidad:

La afinidad de un farmaco a un medio acuoso o lipidico es importante para determinar su
actividad, trasporte, absorcidon y excrecion. Una forma de determinar la afinidad por un
medio u otro es mediante el calculo del coeficiente de particién (P):

p= [C] Octanol

[C]AC'U.OSO
Donde, [Cloctanor €S la concertacion de la molécula en n-octanol vy [Clacuoso €S 12
concentracién de la molécula en la fase acuosa. Si P>1 la molécula tiene un caracter lipofilico,
si P<1 tiene un caracter hidrofébico.

También se puede contraer el coeficiente de particion en su forma logaritmica Log(P). Log(P)
puede ser escrito como la contribucidn de cada sustituyente a la lipofilia total en una cadena
o estructura base de una molécula:

LogP = Zaifi +ijfj
i J

Donde f; es la constante del fragmento y f; es el factor de correccion. La contribucion es
multiplicada el factor de ocurrencia del fragmento a;. El factor de correccion f; es
multiplicado por el nimero de las instancias y correccion de la estructura b;. La correccion
del fragmento incluye flexibilidad, polaridad del fragmento o efectos estéricos.

La hidrofobicidad de un fragmento molecular puede ser cuantificada mediante la constante
de hidrofobicidad de Hansch (m).

4.2.1.2 Pardmetros Electroestaticos:

Definir la distribucion eléctrica de una molécula es importante al momento de desarrollar un
farmaco, debido a que las interacciones dipolo-dipolo o ion-dipolo, dependen netamente de
esta propiedad. Cada atomo o grupos funcionales presentes puede perturbar esta
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propiedad, aumentando o disminuyendo la densidad de carga eléctrica en la superficie de la
molécula.

Para poder realizar un andlisis cuantitativo del aporte electroestatico de un sustituyente a
una molécula, es posible recurrir al calculo de la constante de disociacion del dcido benzoico,
como patréon para una estimacion empirica de las propiedades electrénicas dadoras o
aceptoras, de un determinado sustituyente:

[A”][H"]

[HA]
Donde H¥es un protén y A~ la base conjugada de HA. K, suele ser representado en su
forma logaritmica pK, = —Log(K,).

K, =

La pKa puede ser afectada si en alguna parte de la molécula se agrega algun sustituyente.
Por ejemplo, El acido benzoico tiene un constante de 4.20 *°, Si agregamos un bromo en
posicion orto su constante cambia a 2.85%, para la posicién meta 3.81 'y para la posicion
para 3.97 1°.

Una forma de relacionar el cambio en la constante de acidez con un término relacionado con
el componente electrostatico del sustituyente es la ecuacion propuesta por Hammet:

k
Logk—0 = po

Donde p es una constante propia del dcido empleado ( =1 para el 4cido benzoico), mientras
o es una constante que depende de cada sustituyente. La constante de acidez del acido
benzoico es ko, por otra parte, k es la constante de acidez del compuesto derivado de acido
benzoico sustituido con el fragmento de interés.

Los sustituyentes que aporten carga al anillo tendran un o negativos, mientras que los
sustituyentes que sustraen carga eléctrica al anillo aromatico tendran un o positivo.

4.2.1.3 Componente estérico

El volumen de un sustituyente es importante para el correcto acoplamiento ligando-
receptor. Sustituyentes muy voluminosos en el ligando, pueden provocar un impedimento
estérico entre el ligando vy el receptor.

Para cuantificar el factor estérico de un sustituyente, se aplica el mismo principio de la
ecuacion de Hammet. Para estimar la contribucién estérica de un dtomo o grupo, se compara
la constate de hidrdlisis de propanoato de metilo (CH3CH,COOMe) versus un éster con un
sustituyente de interés, mediante la ecuacion de Taft descrita a continuacion:

k
E; =log <kc: )
3/ 4
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El ndcleo de referencia del éster es: X-CH,-COOCH3, donde k, es la constante de hidrolisis
para el éster con un sustituyente “X”; y kcysz es la constante para el éster no sustituido
(X=CHzs). “A” denota que es en hidrolisis dcida. Mientras mas negativo es Ej, el efecto
estérico es mucho mayor.

Charton'®, por su parte introdujo un nuevo parametro para describir el efecto estérico en
funcion del radio de Van der Waals del sustituyente:

Up =T — Ty

Donde 7, para sustituyentes de un solo atomo es el radio de Van Der Waals, mientras para
sustituyentes con mas de un atomo, se considera la distancia del eje central hasta el radio
de Van Der Waals mads cercano. Por ejemplo, para el sustituyente metiloromo, su radio de
Van Der Waals se mide por el eje Central( Este eje tiene la misma direccién y posicidn, que
el enlace entre el carbono del metilbromo y el a&tomo de la cadena principal adyacente) hasta
la distancia minima con la superficie de Van Der Waals 7 (Figura 2)

r.max

Eje principal

Figura 2 A. Donde r,min seria el radio de Van Der Waals mds cercano y r,max el mads lejano.
B. Visualizacion del eje y la cadena principales (linea entrecortada)).

4.3 QSAR3D™
En la metodologia 3D-QSAR (QSAR tridimensional) se calculan los campos en tres
dimensiones de un conjunto de moléculas organicas.

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 tamafio, forma y sus propiedades
electronicas (campos electrostaticos).

4.3.1 COMSIA:

De sus siglas en ingles “Comparative Molecular Similarity Indices Analysis”, es un método
QSAR 3D, el cual se caracteriza por emplear descriptores que dependen de un campo
gaussiano en tres dimensiones. Los campos pueden ser electrostaticos, estérico, hidrofdbico,
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dador y aceptor puente de hidrogeno. Luego se ejecuta un analisis estadistico que
correlacione dichos campos con la actividad bioldgica.

CoMSIA es similar a COMFA (“Comparative Molecular Field Analysis”) en cuanto a que calcula
todos los descriptores en un sistema de gradillas (generalmente espaciadas entre 1.1y 2 A).
La funcién de campo utilizada por CoMSIA es calculada en cada punto g para la molécula j
de acuerdo con la siguiente férmula:

2

q . _ —Qr;
AF,k ) = Z Wprobe kWik€
i=1

Donde A es el indice del descriptor, i el indice de suma de todos los dtomos, w;; es la
propiedad fisicoguimica k sobre el atomo i, Wy,ope i €5 €l valor del dtomo sonda: +1 en
carga, +1 en hidrofobicidad, radio 1 A; a es el factor de atenuacién, con un valor de 0.3; rées
la distancia del &tomo sonda en la gradilla g al &tomo g*3.

CoMSIA tiene la ventaja de solucionar algunos problemas de alineamiento que presenta
CoMFA. CoMFA emplea funciones de campo que tienden al infinito en las cercanias de la
superficie molecular, como los potenciales de Lennard-Jonnes o Coulomb, esto implica que
al momento de realizar los célculos en cada gradilla, una leve desalineacion puede afectar
significativamente el andlisis estadistico.

El analisis estadistico (descrito con detalle posteriormente), nos ayuda a determinar la
capacidad predictiva del modelo planteado, si este modelo es validado, se puede empezar a
predecir nuevas actividades para las diferentes moléculas con la ayuda de las ecuaciones
encontradas.

El modelo arroja mapas en 3D donde se visualizan las regiones en que seria conveniente
tener mds ponderacién de un descriptor y donde no, esto ultimo es llamado holograma y nos
ayuda a proponer nuevas moléculas activas.

Las técnicas QSAR se caracterizan por no requerir conocer la estructura del receptor, sino
Unicamente la de las moléculas afines al target y su actividad bioldgica o afinidad. Con el fin
de complementar estos estudios, llevamos a cabos estudios analizando la conexina Cx50.
Para ello llevamos a cabo estudios de acoplamiento molecular inducido o “Docking”, los que
se explican a continuacion.

4.4 DOCKING MOLECULAR

El Docking molecular o acoplamiento molecular es una técnica computacional usada para
cumplir principalmente dos objetivos: Predecir la afinidad y la orientacién del ligando en el
receptor. La afinidad es calculada a través de un sistema de puntuacién (Scoring), la
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puntuacion es calculada para cada orientacién encontrada, de esta forma la pose con mejor
puntuacion es la mejor candidata para predecir la posibles interacciones Ligando-Receptor.
Por lo dicho anteriormente, este procedimiento predictivo juega un papel importante en el
desarrollo de nuevos farmacos.
Estos acoplamientos se pueden clasificar en dos: Los rigidos y flexibles. Los rigidos son
aquellos donde el receptor y el ligando conservan su forma, siguiendo el modelo llave-
cerradura (Figura 3A). Los flexibles por su parte consisten en que el ligando y el receptor son
flexibles y se basan en el principio que el ligando puede inducir una conformacién distinta
del sitio activo del receptor, y a su vez, el ligando puede rotar sus enlaces rotables para
acomodarse mejor (Figura 3B).*®

A
Rigid
-+ .
—
Receptor Ligand
B
Flexible
+ > —_—

« <«

Receptor Ligand

Figura 3 Esquema ilustrativo de los dos tipos de docking. A. Modelo llave-cerradura, o docking
rigido y B. Modelo flexible o induced fit docking4 12

El proceso de acoplamiento real es tan flexible que los receptores y ligandos cambian su
conformacién para encajar bien entre si. ¥

Los algoritmos que debe seguir un software para poder realizar el proceso de docking se
pueden clasificar en dos tipos : Los estocdsticos y los sistematicos®®. Los algoritmos
sistematicos exploran todas las posibles conformaciones y todos los grados de libertad que
puede llegar a tener un ligando. Ejemplo de estos algoritmos aplicados en docking son:
Glide?® 21 FRED??, FlexX?3 y DOCK?*. Por otra parte, los algoritmos estocdsticos se basan en
cambio aleatorios en los diferentes grados de libertad del ligando o receptor, este tipo de
algoritmo se basan en el método de Monte Carlo, en algoritmos genéticos, en la busqueda
“Tabu” y en la optimizaciéon por enjambre de particulas. Ejemplo de estos algoritmos
aplicados en docking son : DockVision?>,AutoDock?® , PRO_LEADS?” y SODOCK?8,

Por otra parte, cada algoritmo tiene que tener un sistema de puntuacién que puede ser:
Basado de campo de fuerza, empirico y “puntuacion basada en el conocimiento”.
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El sistema de puntuacion por campos de fuerza se basa en la interaccién intermolecular
Ligando-Receptor, a través de fuerza de interaccion de Van Der Walls, interaccion
Coulémbica, Puentes de hidrogeno, etc. Ejemplo el algoritmo de puntuacién de DOCK?* se
basa solamente en la interaccién de Van der Waalsy de Coulomb como se describe en la

siguiente ecuacion:
_ Aij  Bij  aqiq;
k= iz e T
T g ij ij ij

A;j y Bijson constantes propias de cada dtomo. rij es la distancia que hay entre el atomo i al
atomo j. q; y q; es la carga asignada para los atomos iy j. E es la puntuacion recibida para
esa pose. Los campos de fuerza mads utilizados en docking son AMBER?® y OPLS®,

El sistema de puntuacion empirico es similar al de campos de fuerzas, pero a diferencia de el
sistema de campos de fuerza, cada interaccidon (fuerza de interaccion de Van Der Walls,
interaccion Couldmbica, puentes de hidrogeno , etc) contribuye con un puntaje a la energia
final (E), o sea cada interaccién tiene un peso (W) sobre el célculo final de la puntuacion (E):

E:ZWLAGL
i

Por otra parte, la “puntuacion basada en el conocimiento” se deriva directamente de valores
experimentales previamente asignados en el software. La funcidén que esta detras de este
algoritmo es la ecuacion de Boltzmann inversa3%3?,

Dado lo revisado anteriormente, existe multiples tipos de algoritmos que van cambiado con
el software que se realice el docking. Respecto el docking inducido o por su nombre en inglés
Induced Fit Docking (IFD), esta basado en dos procedimientos de la compafiia Schrodinger :
Prime y Glide . EI IFD serd discutido mas adelante.

En el caso de la conexina Cx50 no se sabe cual o cudles podrian ser los potenciales sitios
relevantes dentro de la estructura donde realizar el docking de nuevos ligandos, por ello es
necesario realizar un mapeo estructural de cavidades, lo que se describe a continuacion.

4.4.1 Sitemap

En el campo de la quimica medicinal, hay veces en que el sitio activo se desconoce, esto
limita mucho los estudios farmacoldgicos de la estructura a estudiar. Existen muchas
estrategias para poder determinar estos sitios activos de forma computacional, las que se
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pueden basar en la geometria, secuencia aminoacidica o interaccién con una sonda
exploratoria3? .

Los que se basan en el criterio de geometria buscan bdsicamente encontrar “bolsillos” o
cavidades en el receptor. Generalmente los basados en la geometria usan un sistema de grilla
y esferas.

Los basados en la interaccién o energia, se basa en la interaccion intermolecular entre
ligando y receptor, de este modo determina la posible energia de interaccién en cada
posicion del receptor. Ejemplo de este ultimo caso es el algoritmo utilizado por Q-
Sitefinder*, el cual utiliza un grupo metil (CHs) como una sonda para rastrear a través de
todo el sistema las energias de interaccion que puedan aportar a la union ligando-receptor.

Sitemap es una herramienta adjunta al software Maestro de Schrddinger. El algoritmo que
utiliza Sitemap tiene como objetivo determinar uno o mas sitios de unién probables
basandose en una mezcla de algoritmos geométricos y energéticos. Para cada sitio, hay un
numero de descriptores fisicos que se utilizan para clasificarlo, estos incluyen: (i) el tamafio
del sitio, (ii) el grado de “encerramiento” del posible sitio activo de la proteina, (iii) el grado
de exposicion al solvente, (iv) que tan juntos estan los puntos con mejor puntuacién en la
proteina, (v) el caracter hidrofébico del sitio, (vi) asi como la posibilidad que un ligando tiene
de donar o aceptar enlaces de hidrégeno.

El algoritmo utilizado por Sitemap consiste en tres pasos>>3°: (1) identificacion de la cavidad,
(2) caracterizacién de esta cavidad y (3) evaluacién de la caracterizacion de la cavidad
(“scoring”).

El primer paso consiste en fijar una gradilla de 1A que incluya por completo al receptor, luego
aquellos puntos que estén demasiado lejos del receptor son eliminados. Para poder
seleccionar los puntos que estén dentro de una cavidad, se proyectan 110 vectores de 8A
perpendiculares desde cada punto de la gradilla distribuidos de forma esférica y homogénea.
Aquellos puntos donde mas del 50% de sus vectores penetre en la superficie del receptor
(entiéndase superficie del receptor como la superficie de Van Der Waals) son seleccionados.
Para eliminar aquellos puntos que estén muy cerca de los dtomos de la superficie del
receptor, se aplica el potencial de Lennard-Jones(Con un poso potencial de 0.13 kcal/moly
una distancia a la cual el potencial es nulo de 1.54) , aquellos 4&tomos con un potencial de
Lennard-Jones de -1.1 Kcal/mol o un potencial cercano a 0 son eliminados. La fase final del
paso 1 es agrupar los puntos, aquellos puntos que este a una distancia menor a 1.76A se
agrupan, aquellos grupos que contengan menos de 3 puntos se descartan. De los posibles
sitios activos que quedan, deben tener por lo menos de 3 puntos de gradillas de diferenciay
una suma cuadrada de puntos de gradilla cuadrada mayor o igual a 5. Finalmente, si uno de
los puntos estd a 6.5 A de otro punto que pertenezca a otro grupo, los dos grupos de unen,
solo si esta union no suma 100 puntos. La union tiene que ser de tal forma que el recorrido
sea el mas cercano entre ambos grupos.
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El segundo paso consiste muestrear a través de campos de fuerza electrostaticos, estéricos,
hidrofilicos e hidrofébicos.

Finalmente, el Ultimo paso consiste en ordenar los sitios activos segun el siguiente sistema
de puntuacion (SiteScore):

SiteScore = 0.0733+/n + 0.668e — 0.2p

Donde n es el niUmero de puntos que compone a ese sitio activo, e corresponde a la fraccion
de 110 vectores de 10A que son proyectados esféricamente y uniformemente de cada punto
de ese sitio activo, y p corresponde a la razon entre el puntaje hidrofilico e hidrofébico, que
se calcula a través de los campos de fuerza descritos en el trabajo de Halgern3® .

Este algoritmo tiene una 85.9% de exactitud para determinar el posible sitio activo y un
98.5% de exactitud para ligando con una afinidad (ICso) menor a 1nm3°,

En la presente tesis ejecutamos la buUsqueda Sitemap, gracias a lo cual identificamos un
potencial sitio de union para ligandos afines a Cx50.

4.4.2 Preparacion de proteinay ligando

Para la correcta prediccion de un docking es necesario hacer tratamientos especiales a la
proteina como al ligando. Esta preparacion preliminar se debe evitar omitir todos los
tautdmeros de ligandos para el andlisis, asi como todos los estereoisémeros, de haberlos®’.
Dentro de la preparacion de ligando encontramos Epik38 un algoritmo que permite predecir
el pKa de las moléculas, el cual se basa en la ecuaciones Taft y Hammet. Por otra parte la
preparacion de la proteina incluye la eliminacion de las moléculas de agua que puede haber
incrustada en la estructura cristalografica de la proteina, la optimizacién de las interacciones
de puentes de hidrégenos intramoleculares y una minimizacién estructural global con la
ayuda del campo de fuerza OPLS_2005%.

4.4.3 Docking inducido

El Docking inducido o induced fit docking (IFD) , es un protocolo computacional adjunto al
software Maestro de Schrédinger. Este protocolo consiste en generar un conjunto diverso
de poses del ligando, el procedimiento se basa en las interacciones de Van Der Waals y las
Coulombicas entre ligando y proteina.
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El procedimiento general (descrito en la Figura 5) tiene cuatro pasos3?:

; g
I\h receptor +ligand |

.

Ligand Sampling (Glide) |

!

20 ligand poses

'

Protein Sampling (Prime)

!

(2 Dinduced-fit receptor structu res)

AE<30 kcal/mol

\\
Tyes

| Ligand Resampling (Giide) |

'

| <20 induced-fitdocking strur:tures)

!

Scoring

BN

AScore>0.2

top scoring IFD receptors + ligand

-
L.

N

| 1 IFD structure o

Figura 5 Diagrama de flujo del algoritmo de docking inducido®

4.4.3.1 Muestreo del ligando

La primera etapa consiste en reducir el radio de van Der Waals de los atomos del ligando y
de la proteina en un 50%, para ello los residuos de la proteina son cambiados por alaninas.
Esto es con la finalidad que el sitio activo no sea blogqueado estéricamente . Las etapas
secuenciales son las siguientes: (1) Acoplamiento con gradiente, para generar diferentes
poses; (2) Se analizan las poses generadas en el paso (1); (3) Se realiza un docking rigido de
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las diferentes poses y se selecciona las de menor energia; y (4) se efectua el calculo de la
puntuacion (GlideScore).

4.4.3.2 Muestreo de la proteina

El segundo paso del IFD consiste en utilizar el modelo de refinamiento y prediccion de
estructura Prime*%, que consiste en un minimizado seguido de un célculo de la energia de
solvatacion del sistema mediante el Modelo de solvatacion de Born generalizado de
superficie aplicando a mecénica molecular con solvente implicito*! . Al final de este paso las
moléculas son ordenadas por su energia de solvatacion.

4.4.3.3 Remuestreo del ligando
Los complejos que tienen una energética mas baja que 30m—£l son mantenidos para esta

etapa. En esta etapa se realiza Glide Docking, el cual puede tener dos modos?%4243: modo SP
(precisién estandar) el cual acopla de manera confiable decenas a cientos de miles de
ligandos con alta precision, al modo XP (Precision Extra) donde la eliminacién de falsos
positivos se logra mediante un muestreo mas extenso y una funcion de puntuacién mucho
mas compleja, lo que resulta en una puntuacidon mas precisa .

4.4.4 Puntuacion
Finalmente, la puntuacion final es calculada con la siguiente formula :

Puntos = GlideScore + 0.05 * PrimeScore

Como se puede apreciar, el puntaje final es una suma en el puntaje dado por Glide docking
y Prime, noétese que el puntaje del Glide docking tiene un peso mucho mayor, esto debido a
que la funciones de calculo de Glide docking son mas “suaves” y por tanto menos
susceptibles al ruido estérico. Este 5% de contribucion del Prime score a la puntuacién final
es suficiente para minimizar el ruido contribuido por Prime, de esta forma el puntaje que
contribuye a la unién Ligando-Receptor pueda elevarse por encima de las fuentes de ruido.

El nucleo prometedor en base a los estudios de docking e Isosterismo molecular para nuestro
estudio, es el benzimidazol. Por ello a continuaciéon discutimos brevemente como efectuar
su sintesis.

4.5 SINTESIS DE DERIVADOS DE BENZIMIDAZOL

El benzimidazol o 1,3-benzodiazol y sus derivados son estructuras de gran importancia en el
area de la quimica medicinal, pues presentan propiedades anticancerigenas, antiulcerosas,
antinflamatorias, antiprotozooarias, antimicrobianas, etc*. Debido a estas propiedades tan
diversas, es un sistema de gran interés para el disefio de nuevos compuestos bioactivos.
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A continuacién, explicamos la sintesis de moléculas de estructura benzimidazol que han sido
propuestas en base a nuestros estudios computacionales como prometedores ligandos
blogueantes de conexinas. En términos generales nuestro objetivo es la obtencién de
benzimidazoles sustituidos en posicion 1 6 2.

4.5.1 Sintesis de 2-alquil-benzimidazol con dcidos carboxilicos sustituidos y 1,2-
fenilendiamina

La 1,2-fenilendiamina reacciona con acidos carboxilicos en medio 4cido. Estd reportada la
ciclacién con acido férmico y con 4cido propanoico® con un rendimiento promedio de 68 a
85% (reaccion 1).

Este tipo reaccion, conocida como “reaccién de Philips” se puede llevar acabo en un medio
acuoso*® o un medio organico®’ siempre y cuando ambos estén fuertemente acidificados.

Y-

NH,

R=Cadena alquilica

Reaccion 1 Obtencion de derivados de benzimidazoles a partir de dcido
carboxilicos y 1,2-fenilendiamina.

4.5.2 Sintesis de 2-alquil-benzimidazol mediante la formacidon de un haluro de acilo y
posterior ciclacién

Esta técnica consiste en dos etapas. Primero se activa el grupo carbonilo haciéndolo mas
reactivo, mediante la formacién de un cloruro de acido por SOCl; y catalizado por
dimetilformamida (DMF) (reaccién 2). El cloruro de acido es mas propenso al posterior
ataque nucleofilico por parte de 1,2-fenilendiamina. El producto del ataque de la amina es
una N-(2-aminofenil)alquilamida intermediaria (Reaccién 3). Posteriormente, los productos
acilados pueden ciclarse intramolecularmente formando el producto final 2-alquil-
benzimidazol*®. Esta ciclacién es realizada bajo relujo en acido acético glacial*’(reaccién 4).

O 0]
SOCL,/DMF

OH —3 Cl

R R

Reaccidn 2 Obtencidn de cloruro de acilo mediante SOCl, y DMF, a partir de
una acido carboxilico
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o)
reﬂu_]o
Cl +
CH2C12 + HCI
R

Reaccion 3 Obtencion de N-(2-aminofenil)alquilamida, a partir de un cloruro
de acido. Se puede emplear una base como trietilamina o similar en el medio
de reaccion para captar el HCl liberado.

f H
R T° reﬂujo N
R
NH, CH3COOH N/:

Reaccion 4 Obtencion del producto 2-alquilbenzimidazol, a partir de 2-acil
fenilendiamina por ciclacion en dcido acético glacial.

4.5.3 Sintesis de 2-alquil-benzimidazol mediante la formacién de un producto diacilado con
DCCy posterior ciclacién con acido acético.

En este método se hace reaccionar acido difenilacético con diciclohexilcarbodiimida (DCC)
en diclorometano(reaccién 5) con el fin de activar el carbonilo. Posteriormente es afiadida la
orto-fenilendiamina para formar el producto acilado**(reaccién 6) . Finalmente, la ciclacién
es hecha en relujo con acido acetico*’(reaccion 4).
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T° Reflujo

CH,Cl, R 0] NH

Z—/—0O—Z=

Reaccidn 5 Activacion de dcido carboxilico con DCC en diclorometano. El DCC
es un electrofilo que permite la formacion de un intermediario similar a un
anhidrido.

0 N NH»
)k )L T _ reﬂ‘”" \]/
R o) NH CH2C12
NH,

Reaccion 6 Obtencion del producto 2-acil-o-fenilendiamina, a partir de la
reaccion del derivado activado de dcido carboxilico y o-fenilendimina. Este
producto puede posteriormente ciclarse como se mostro en la reaccion 4.
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4.5.4 Sintesis de 1-alquil-benzimidazol con cloruros de alquilo y benzimidazol

Debido a que algunos de los compuestos propuestos por nuestros estudios de modelado
computacional son benzimidazoles N-alquilados, a continuacion, explicamos la ruta de
obtencion de estos compuestos.

El benzimidazol es un nucledfilo, sus atomos de nitrégeno electronegativos son tautoméricos
y pueden generar un ataqgue nucleofilico tipo SN3, al carbono tetraédrico de un cloruro de
alquilo, alquildndose en posicién 1, en condiciones de un disolvente polar protico®®(reaccion

7).
H
Cl
N . SNI > HCl
/> )\ Solvente /
N R R Prético

Reaccion 7 Obtencion de derivados de benzimidazol a partir de un compuesto
halogenado y benzimidazol. Se puede adicionar una base como trietilamina al
medio de reaccion para captar el HCl generado.

A continuacion presentamos la hipdtesis de trabajo y los resultados obtenidos
asi como las proyecciones futuras de nuestro estudio.
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5 Hipétesis:

° Se postula que es posible disefiar, en base a estudios QSAR y de
acoplamiento molecular inducido, y sintetizar inhibidores de
conexinas de estructura benzimidazol.

6 OBJETIVOS:

e Construir un modelo 3D-QSAR/COMSIA a base de inhibidores de gap junction de
conexina 50.

e Predecir un sitio de unién en una gap juction de conexina 50.

e Generar una molécula con un elevado puntaje de union.

e Sintetizar 2 compuestos derivados de benzimidazoles en base a las predicciones
computacionales 3D-QSAR/COMSIA.
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7 MATERIALES Y METODOS

7.1 DIGITALIZACION DE LAS MOLECULAS Y MINIMIZACION GEOMETRICA
Con ayuda del software Chemdraw se digitalizaron las moléculas en 2D, siguiendo las
titulado “Triarylmethanes, a New Class of Cx50
Inhibitors”>1, posteriormente en el software Maestro de Schrodinger se las transformo a su
conformacién en 3D (Tabla 2).
Luego de la digitalizacion se finalizd la fase preparatoria realizando un minimizado
geométrico empleando el campo de fuerza OPLS_2005.

estructuras descrita en el articulo

Tabla 2. Estructuras y actividades de las moléculas empleadas en la formulacién del

modelo QSAR.*?

Nombre del | NUmero | Estructura
compuesto en | para
el articulo®! hechos
de este
estudio ICso(UM) | plCso
Clotrimazol 1 Q
N\
N
O \\/
I 5 5.3010
T85 2 Q
O A
N N
O Cli 4.2 5.3768
T34 3 Q
N
N7 N\
O \
Cli 8.3 5.0809
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191

7.3 5.1367
T66

3 5.5229
T79

5.5 5.2596
T80

11 4.9586
T67

5 5.3010
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T68 9
8 5.0969
T112 10
v 8 5.0969
T106 11 Q
Cl NH
_0 10 5.0000
T97 12 Q
N\
N
O \
5.1 5.2924
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5.3665

5.1487

5.2147

5.0809

5.0458

4.3

7.1

6.1

8.3

Cl

13

14

15

16

17

1143

T142

T144

178

1128

28



5.4949

5.0969

5.6198

5.5850

5.3010

3.2

8

2.4

2.6

18

19

20

21

22

1131

T132

T136

T137

172

29



173 23

3 5.5229
T126 24

7.4 5.1308
1127 25

5.1 5.2924
T124 26

7.2 5.1427
T122 27

1.2 5.9208

30




1123 28

3 5.5229
T1 29

2.8 5.5528
T2 30

3.6 5.4437
T3 31

2 5.6990
T54 32

3 5.5229
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Trifenilmetanol | 33 O O
OH
‘ 1 6.0000
T162 34 O O
NH,
O 1.5 5.8239
T41 35 O
NH,
4 5.3979
T95 36 O
Q N{-I_\\
\N
6 5.2218
T94 37 Q
N/\/\N \
g <
7.3 5.1367
T39 38 I Q
)
ciN 4 5.3979
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Trifenilmetano | 39 O
O O 0.9 6.0458
T52 40
HN
HO. :
O 10 5.0000
T53 41
10 5.0000
T50 42 O
\
OH\
N 10 5.0000
T160 43 O
4 5.3979
T9 44
4 5.3979
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T35 45 N

F 10 5.0000

7.2 3D-QSAR COMSIA

7.2.1 Calculos de CoMSIA

Para la construccion del modelo CoMSIA se establece una cuadricula de 3x3x3. La
contribucion electrostatica, estérica, lipofilica, dadora y aceptora de puentes de hidrogeno
es establecida por la ecuacién gaussiana expuesta en la introduccidén, con carga
electrostatica +1, radio +1, lipofobicidad +1, y capacidad dadora y aceptora de puentes de
hidrogeno +1.

La parte en comun de cada molécula (farmacdforo) tiene que estar alineada para comparar
los valores de los campos y construir la ecuacion de regresion. Esto permite correlacionar
adecuadamente los valores de ICso (variable dependiente) con los valores de los campos
(variables independientes).

Estos campos se superponen con el de cada molécula, por ejemplo, el campo hidrofébico de
la molécula 1 con el hidrofdbico de la molécula 2, hasta la molécula N. La superposicién tiene
como fin en hacer un analisis parcial de minimos cuadrados (PLS) con cada punto de la
gradilla, para finalmente poder observar los hologramas de prediccion.

Posteriormente, en base a los mapas de contornos obtenidos, se pueden proponer nuevas
moléculas y predecir su actividad bioldgica mediante el andlisis PLS previamente realizado?.

7.3 VALIDACION ESTADISTICA DEL MODELO QSAR
La validacién del modelo QSAR se basa en la validacién cruzada, donde se dividen los datos
en dos grupos: Training set, que se refiere al conjunto de datos que contribuyen a la
generacion del modelo, mientras que el test set contribuye a la evaluacién de la
predictibilidad del modelo. Para establecer el poder predictivo de este modelo, se realiza una
validacion interna y una validacién externa.

7.3.1 Validacién interna>

La validacion interna consiste en que la actividad de la molécula es predicha por el grupo
training set. El valor del coeficiente de validacidon cruzada llamado Q? se utiliza para
determinar la capacidad predictiva interna del modelo:
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2
_ Z(Yobs(train) - Ypred(train))
— 2
Z(Yobs(train) - Ytrain)

Q2=1

Donde:

Yobs € Ypreason las actividades observadas y predichas, Y;rqinPOr su parte es el promedio de
las actividades del training set.

El minimo aceptable de Q2 es 0.5, donde los valores posibles son entre 1y valores negativos.

Ademads, el error de desviacion estandar de prediccion (SDEP: “Standard deviation error of
prediction”) es calculada con la siguiente ecuacion:

2
Z(Yobs(train) - Ypred(train))
n

En la ecuacion n corresponde al nimero de datos

SDEP =

Sin embargo, un valor de Q2>0.5 es condicidon necesaria pero no suficiente para que un
modelo QSAR sea considerado estadisticamente significativo y predictivo. Por ello se debe
realizar la validacion externa del modelo prediciéndole la actividad al test set, que son las
moléculas que se dejaron fuera de la construccién de la ecuacién QSAR, lo que se explica a
continuacion.

7.3.2 Validacién externa>

En la validacién interna el conjunto de datos del test set no estan involucrados en la
validaciéon del modelo QSAR, por lo que estos compuestos dejados afuera, se emplean en la
validacién externa del modelo. Los criterios mas recomendados para la validacion externa se
explican a continuacion.

El pardmetro mas utilizado para evaluar el rendimiento predictivo externo del modelo es el
coeficiente de determinacién para el test set:

2
_ Z(Yobs(test) - Ypred(test))

— 2
3 Z(Yobs(test) - Ytrain)

Yobs(test), Ypred(test) Y Yerain €5 12 actividad observada, predicha y promedio del conjunto

test y training, respectivamente.

R?=1

Lo valores de R? varian entre 0 y 1. Ademds, R? debe de ser mayor a 0.6. O sea, al menos el
60% de la actividad bioldgica del test set debe ser explicado por el modelo QSAR.

El valor R? no es suficiente para poder evaluar el modelo QSAR. Por ello Golbraikh and
Tropsha®* propusieron los siguientes criterios .

RZ—RS
T<O.1y0.9§k§1.1
R? — R'Z

——<01y09<k <11
|RZ — R}?| < 0.3
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Donde R?y es el coeficiente de determinacion para el test set forzando a la recta a pasar por
el punto (0,0). Mientras que R’% es calculado invirtiendo ordenada y abscisa. Mientras que
el error cuadratico medio de prediccion (RMSEP: Root Mean Square Error of Prediction) se
calcula por la siguiente ecuacion:

2
?ffp(yobs(test) - Ypred(test))

RMSEP = EXT

Donde nEXT es el nUmero de datos usados para la validacion externa
Otros criterios matematicos para la evaluacion del poder predictivo de un modelo QSAR
vienen dador por las siguientes ecuaciones:

2 2
— (fhn + 1
h =—————

2 — |—= 42 12
Arg = |=1m—Tm

12 =1’ (1— /rz —rf),r,}lz =r’(1— [r?* —1?)

roz —1_ Z(Yobs - k_Ypred)z
Z(Yobs - Ytrain)z 5
_ Z(Ypred — k' Yobs)
Z(Yobs - 17pre¢1)2
_ Z( Yobs Ypred)
2 (Yops)?
k, _ 2( Yobs Ypred)
Z(Ypred)z

7.4 DOCKING

7.4.1 Software
El software utilizado es Glide, incorporado en la suite Maestro de Schrodinger, LLC, New York,
NY, 2019.

7.4.2 Sitemap
Se fija un minimo de 15 puntos para ser considerado un sitio activo. Se fija una hidrofobicidad

estricta y una Gradilla de 1 A.
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7.4.3 Preparacién de la proteina
Se eliminan las aguas residuales de la estructura y se minimiza utilizando el campo de fuerza
OPLS_2005.

7.4.4 Docking inducido

Para el Induced fit docking, se plantea un sistema cubico de 20 A de lado centrado en el
aminodacido Asp3 de la cadena peptidia. Los escalados del radio de Van der Waals de los
atomos del receptor y ligando son fijados en 70% y 50%, respectivamente. Se fija un nimero
maximo de poses de 10. Se retiene como distancia maxima Ligando-Receptor un valor de 5
A. Se permite un optimizado de la cadena principal del receptor. Para el tltimo docking GLIDE
se fijan las 20 mejores estructuras y 30 kcal/mol de diferencia con respecto la mejor
estructura. Finalmente, se especifica el algoritmo de GLIDE en el modo XP (Extra precision).

7.5  SINTESIS.

La sintesis de los compuestos sera realizada en el laboratorio de Quimica Medicinal de la
Facultad de Ciencias de la Universidad de Valparaiso Chile.

Los reactivos con calidad para analisis seran adquiridos desde AK Scietific® y Matrix
Scientific®.

El avance de la reaccion sera medido en cromatografia en capa fina en ldminas de aluminio
PF2s4, siempre comparando su elucidn con los reactantes de partida.

La caracterizacion de los productos serd analizada por RMN (*H y 3C) en un equipo Bruker
AM-400, los compuestos seran disueltos en dimetilsulféxido deuterado. También se
efectuara caracterizacion mediante espectrometria de masas, infrarrojo y medicién del
punto de fusion.

7.5.1 Sintesis de 2-metil(difenil)benzimidazol

7.5.1.1 Sintesis mediante reaccion de Phillips en medio acuoso

Se agregan 150 mL de HCI 5.5M en un balén de 250mL, posteriormente se adicionan 10g de
acido difenilacético y 5.25g de 1,2-fenilendiamina. El baldn es conectado a un sistema de
reflujo, luego se agita y calienta hasta temperatura de reflujo por 72h. La disolucion
resultante se enfria y se neutraliza con NaOH. La solucién final se deposita en un embudo de
separacion en conjunto con, luego se procede a agregar 50 mL de acetato de etilo y se extrae.
Este Ultimo proceso se repite 3 veces, generando un volumen de 150mL, el cual es enjuagado
con 10 mL de solucién saturada de NaCl. La fase organica es evaporada al vacio hasta
sequedad.
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7.5.1.2 Sintesis de 2-alquil-benzimidazol mediante la formacion de un haluro de acilo y
posterior ciclacion.

7.5.1.2.1 Generacion de cloruro de acilo por cloruro de tionilo en exceso y sin tolueno

Se agrega 10g de acido difenilacético, 20 mL de SOCl, y 0.5mL de dimetilformamida (DMF)
como catalizador, en un matraz cerrado de 100mL. La mezcla es agitada y calentada a 50C°
por 3h. Posteriormente la solucion es llevada a rotavapor hasta sequedad.

7.5.1.2.2 Generacion de cloruro de acilo por cloruro de tionilo con tolueno

Se agrega 10g de 4cido difenilacetico, 5.1 mL de SOCl,y 0.5mL de dimetilformamida (DMF),
en un matraz de 100mL con 50 mL de tolueno como disolvente. La mezcla es agitada vy
calentada a 50C° por 5h, durante toda la reaccidon se mantuvo un tapén de vidrio.
Posteriormente la solucién es llevada a rotavapor hasta sequedad.

Los productos generados en 6.4.1.3.1 y 6.4.1.3.2, son juntados en un matraz de 250 mL.
Posterior a esto se purifica el producto mediante una cromatografia en columna de 15cm de
alto eluyendo con diclorometano. El solvente es descartado por rotavapor, el sélido es
depositado en un matraz de 250mL y llevado al desecador por 24h.

7.5.1.3 Sintesis de 2-alquil-benzimidazol con DCC y posterior ciclacion

Se agrega 1g de acido difenilacético y 2.4g de DCC en 50ml de THF, se agita la solucién por
30min. Luego se agrega 0.6g de o-difenilamina y se deja en agitacion por 12h.
Posteriormente el disolvente se evapora a presion reducida y se purifica el producto por
cromatografia en columna.>>°®

7.5.2 Sintesis de 1-(di(3-fluorfenil))benzimidazol

Se agrega 1.25g de benzimidazol y 3.75g de Carbonato de potasio en 50ml de acetonitrilo.
Luego se agrega 0.25g de Di(3-fluorfenil)metano y se agita por 4h a temperatura ambiente.
Luego de esto se evapora el disolvente a presién reducida y se purifica el producto por
cromatografia en columna.”’
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8  RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 3D QSAR-COMSIA:

Ante de analizar los mapas de contornos generados por el modelo QSAR construido en
base a lo explicado en la seccion de métodos, calculamos los pardmetros de validacion
externa para corroborar que la estadistica obtenida era adecuada.

Los resultados de la validacion del modelo QSAR se muestran en la siguiente Tabla 3:

Tabla 3: Validacién estadistica

Condicion Parametros Valor limite QSAR

1 q? >0.5 0.8234
2 r >0.6 0.8615
3a g Close to value of r* 0.7362
3b '3 Close to value of r* 0.8393
4a k 0.85 <k<1.15 0-9973
4b K’ 085<k’<115 0%
5a (2 —r@)/r?  <0.1 0.1454
5b (2 — "2y /r2 <0.1 0.0258
6 g — 1’2 <0.3 0.1253

Como se aprecia en la tabla, el modelo cumple todas las condiciones. En el caso de la
condicion 5a no la cumple, pero la 5b si. Una vez validado el estudio QSAR, se procede a
proponer nuevas moléculas basados en los hologramas de campos (estérico, electrostatico,
hidrofébico, dador y receptor de puente de hidrégeno) (Figura 6) los que se muestran a
continuacion.
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Estérico

Electrostatico

Hidrofdébico

Aceptor de
puentes
de hidrogeno

Dador de
puentes de
hidrogeno

XY ZX ZY

Figura 6 Hologramas obtenidos. Molécula de referencia Trifenilmetano.

Tabla 5. Significado de cada color de lo hologramas de la figura 6

Desfavorable

Favorable

Estérico

Electrostatico

Hidrofébico
Aceptor de
puentes de
hidrogeno
Dador de
puentes de
hidrogeno
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Como se aprecia hay claras zonas en torno a trifenilmetano en que se pueden hacer
modificaciones como aumento o reduccion de volumen, insertar o suprimir atomos dadores
o aceptores de puente de hidrogeno, entre otros. Un heterociclo que se ajustd
adecuadamente a estas condiciones fue el benzimidazol, motivo por el que lo proponemos
en las nuevas estructuras disefiadas. A través de los hologramas expuestos en la figura 6 y su
explicacién declarada en la tabla 5, se proponen las siguientes moléculas reportadas en la
Tabla 6.

Como se puede apreciar en la Tabla 6. Las moléculas propuestas son altamente lipofilicas, lo
que tiene sentido dado que el ligando Trifenilmetano es la molécula mas activa de la serie
estudiada. Aunque su alto valor puede ser debido a una interaccién indirecta con el gap
junction, por ejemplo, alterando la membrana plasmatica y de esta forma alterar la
conformacion de la proteina.

La molécula 3x de la tabla 6 es dificil de sintetizar, por lo que en este trabajo se priorizo la
sintesis de las moléculas 1x y 2x de la Tabla 6. La molécula 3x supera en 0.1 unidades de plCsp
a la predichas por la publicacion en que base el estudio QSAR 3D, mientras que las moléculas
1x y 2%, se encuentran dentro del rango, a pesar de esto, su estructura basal dista de los
triarilmetanos, por lo que abre la posibilidad de nuevos inhibidores no descritos para
conexina 50.
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Tabla 6. Moléculas predichas con su respectivo plCso

Numero Molécula plCso
de la predicho
molécula
1x 5.5
H
N
N
2X R 5.8
N>
N
3x R 6.1
F
F
N>
N
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8.2 SITEMAP

Con el fin de identificar un nuevo motivo estructural de inhibidor de conexina, llevamos a
cabo un mapeo de la proteina y el disefio posterior de una molécula inhibidora afin a dicho
sitio.

En este proceso se obtuvo 2 posibles sitios de union. Uno esta ubicado en la parte intracelular
de la conexina, mientras que el segundo esta ubicado en la zona extracelular (Figura 7). Por
lo general, las conexinas tienen secuencias de aminoacidos bastante diferentes en su parte
intracelular, esto podria ser favorable para este estudio, ya que la posible molécula obtenida
por docking puede tener un caracter selectivo entre la familia de conexinas 50 (Comparado
con la afinidad del ligando por otras de las estructuras del Protein Data Bank>®). En este sitio
destaca el aminodcido acido aspartico 3 (Asp3), ubicado en la cara intracelular del poro de
un hemicanal de conexina (Figura 7), el que escogemos como centro de anclaje de los
potenciales ligandos.

Figura 7. (A). Hemiacanal de conexina50, vista perpendicular al poro. (B). Parte interior
expuesta del hemicanal y sitio activo. (C). Acercamiento de la imagen en B.

8.3 DOCKING

La ubicacién dada por sitemap se centra en el aminoacido acido aspartico 3 (Asp3). por lo
gue se procede a tomarlo como centro de la caja de analisis. En el centro acoplamos el anillo
de benzimidazol como nucleo farmacofdrico, y a partir del estudio del entorno aminocidico
disefiamos las siguientes moléculas enlistadas en la Tabla 7. Todos los puntajes y poses de
las moléculas mostradas en la Tabla 7, son para la mejor molécula segun su funcidon de
ranqueo /IFD-SCORE.
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Tabla 7. Resumen de las moléculas disefiadas para el sitio descubierto

en torno a Asp3 y sus interacciones con la conexina 50.

Moléculas | Energia XP IFD- Estructura disefiada
Prime Glidescore | SCORE
1 -40090.39 | -14.566 -
2019.09
o\
HZN/(
E/YN
NI %NHZ
o]
2 -40098.75 | -10.810 - N
2015.75 \ /
o\
HEN/(
H/YN
Nl \(NHQ
o
3 -40103.62 | -9.810 -
2014.99 . N\
HZN/!L
N/W/N
Nl \(NHZ
Q
4 -40886.32 | -10.429 -
2054.74
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La interaccién de cada una de las moléculas se visualiza en la Figura 8.

Charged (negative) ) Metal — T-cation

Charged (positive) wo Water ~ H-bond (backbone)
Polar ) Hydration site ~ H-bond (side chain)
Hydrophobic % Displaced hydration site — Metal coordination
Glycine ~ T-1 stacking Solvent exposure

Figura 8 interacciones predichas para las moléculas disefiadas como ligandos para conexina
50. Primera columna: Imagen tridimensional de las interacciones en la cavidad. Seqgundo
columna: representacion 2D de las interacciones en 3D.
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Los compuestos presentan multiples interacciones de tipo puente de hidrogeno y m-stacking
con la cavidad, ademas de tener pocos enlaces rotables, por lo que se constituyen como
promisorios compuestos para ser sintetizados en una etapa futura.

La molécula 4 tiene la mejor puntuacion. Pero la molécula 1 tiene muchas mas interacciones
y de hecho tiene una mejor puntuacién XP GLIDE-SCORE, pero el valor mas bajo de
puntuacién puesto que es contrarrestado con la energia de solvatacion.

Estas moléculas, a diferencia de las moléculas obtenidas por QSAR, no son necesariamente
inhibidores, sino que también podrian excitar la actividad de los canales de conexina, por lo
que, a diferencia de las moléculas inhibidoras, estas podrian llegar a tener actividad
terapéutica, ya que las cataratas congénitas se caracterizan por falta de actividad de la
conexina 50 en la membrana plasmatica. La posible actividad terapéutica podria aplicarse si
estas moléculas llegan a salir al medio extracelular.

9 RESULTADOS ESPERADOS

9.1 SINTESIS
Para la sintesis de 2-metil(Difenil)benzimidazol, se emplea la reaccién de Phillips,
gue consiste en un aumento de la temperatura en medio fuertemente acido para
gue ambas aminas ataquen nucleofilicamente al acido carboxilico (Mecanismo 1).

Se espera que para esta reaccion no se obtengan productos en medio acuoso,
esto se deberia a la probre solubilidad de los reactivos en agua. Es por ello que se
opta a un medio organico como tolueno, donde la solubilidad de ambos
componentes es del 100% en el volumen escogido®®. Por tanto, el problema de la
solubilidad deberia ser superado. Ahora existe otro problema: El impedimento
estérico, o sea el gran volumen de los dos bencenos conectados al centro
electrofilico al momento de hacer ciclar la molécula, dado que pueden estorbar
fisicamente en este proceso, por lo que es de esperar un rendimiento de reaccién
moderado a bajo.

Por otra parte, la reaccion con cloruro de tionilo catalizado con DMF para generar
un cloruro de acilo (Mecanismo 2), que es mucho mas reactivo que el acido
carboxilico, podria emplearse para superar el impedimento estérico de la
molécula. Por lo que el rendimiento seria mayor que en la reaccion de Philips en
medio organico. En este proceso se puede formar una especie monoacilada 6
diacilada (Mecanismo 3), como intermediarios. Ambas especies al ser tratadas
con 4acido acético darian como producto 2-metil(difenil)benzimidazol
(Mecanismo 4), pero la especie diacilada a parte generaria como subproducto
acido difenilacético, el cual nuevamente reaccionaria hasta generar finalmente 2-
metil(Difenil)benzimidazol.
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Al igual en el caso anterior, la reaccion con DCC hace mas reactivo el acido
carboxilico para que acile a la ortofenilendiamina. En este caso el DCC es atacado
nucleofilicamente por el oxigeno hidroxilico del grupo carboxilico. El DCC unido al
acido lo convierte en un buen grupo saliente ademas de acentuar el caracter
electrofilico del carbono carbonilico, permitiendo el atague nucleofilico de la
amina de la o-fenildiamina (Mecanismo 5), esto permitiria sobreponerse al
impedimento estérico de los reactivos al momento de ciclar la molécula
(Mecanismo 4), mejorando el rendimiento de reaccion.

La sintesis de 1-(Di(3-Fluorfenil))benzimidazol, cosiste en un ataque tipo SN1
donde el cloro sale espontdneamente por ruptura térmica, que es un proceso
lento y por lo tanto, es el que limita la velocidad de la reaccién(Mecanismo 6).
Para potenciar el caracter SN1 se eligio como disolvente el 2 propanol, el cual es
un disolvente polar prético, que al ser un alcohol secundario posee un caracter
de nucledfilo débil, que no competiria como nucledfilo con el benzimidazol. El
benzimidazol puede atacar nuclefilicamente por si solo, pero para potenciar aun
mas su caracter nucleofilico se puede adicionar carbonato de potasio, lo que
permite que el nitrégeno se desprotone, quedando asi con carga negativa,
permitiendo que el nitrégeno ataque de forma efectiva el centro carbocation
electrofilo.

Por otra parte, el trazado de |a ruta sintética para los compuestos de estructura
mas compleja disefiados por docking, se llevara a cabo una vez que los derivados
previamente descritos sean sintetizados y evaluados en la enzima.
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10 CONCLUSION

Se puede concluir que

1. Fue posible construir un modelo 3D QSAR/COMSIA, que permitié el disefio de moléculas
con actividad inhibitoria de conexina 50 y estructura benzimidazol, lo que corrobora nuestra
hipotesis.

2. Se logré determinar un potencial sitio de unién para ligandos mediante Sitemap en el sitio
intracelular del hemicanal de conexina centrado en el aminodcido Asp3.

3. Con el método de acoplamiento molecular inducido se disefiaron 3 moléculas
potencialmente afines a la conexina 50, de estructura benzimidazol con buenos valores de
funcién de scoring.

4. Proponemos que la mejor forma de llevar acabo la sintesis de los inhibidores disefiados
por QSAR3D, son los siguientes métodos: Para la molécula 1 mediante el empleo de DCC o
cloruro de tionilo catalizado con DMF; y para la molécula 2 una reaccion via mecanismo SN1
emplenado K,COs como base y 2 propanol como disolvente.

Finalmente, cabe destacar que a la fecha no hay reportes de nuevas familias de compuestos
inhibidores de conexina en base a estructura de benzimidazol, por lo que el presente trabajo
de tesis contribuye con la propuesta de un nuevo farmacoéforo y el disefio predictivo racional
de compuestos accesibles sintéticamente que seran obtenidos en una etapa posterior.
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Anexos.

Mecanismos de las reacciones propuestas en la tesis.
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Mecanismo 1 Reaccion de dcido difenilacético y o-fenilamina**°
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Mecanismo 2 Reaccion de dcido difenilacetico y cloruro de N- (clorometilamina) -N-
metilmetanamina.®*
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Mecanismo 3 Reaccion cloruro de difenilacetoilo con o-difenilamina para dar un producto
Mono o di acilado ©?
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Mecanismo 4 Ciclacién con producto mono y di acilado con dcido acetico®”
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Mecanismo 5 Reaccion de Acido difenil acetico activado con DCC y o-fenilamina®?
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Mecanismo 6 Reaccion entre benzimidazol y Di(3-Fluorfenil)metano °
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