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RESUMEN

El acido y-aminobutirico (GABA) es el principal

o neurotransmisor de naturaleza inhibitoria del sistema nervioso
HZN\/\)LOH central (SNC), siendo su funcién principal regular la excitacidn-
inhibicién de las neuronas, ejerciendo su funcién fisioldgica

GABA mediante las interacciones con dos clases de receptores:
ionotrépicos (GABAA y GABAc) y metabopréticos (GABAg).

(R)-Baclofen, andlogo de GABA (B-p-clorofenil sustituido),

es el unico ligando agonista dirigido a los receptores GABAg

o aprobado por la FDA para el tratamiento de la espasticidad

muscular en pacientes con esclerosis multiple y lesiones en la
OH médula espinal.
(R)-Baclofen

H,N

Debido a esto, en estudios farmacolégicos, han relacionado
alos receptores GABAg con una amplia gama de trastornos del SNC
como la ansiedad, cognicidn, dolor, depresidn, epilepsia, reflujo gastroesofagico, trastorno
del espectro autista, accidente cerebrovascular, adiccién a las drogas, enfermedad de
Huntington, enfermedad de Parkinson y enfermedad de Alzheimer. Por otra parte, se ha
demostrado en estudios preclinicos que los antagonistas de GABAg presentan propiedades
neuroprotectoras, anticonvulsivas y de mejora de la cognicién, siendo la caracteristica
antidepresiva la mejor descrita. En este sentido, existe un esfuerzo creciente para disefiar
nuevos agentes terapéuticos que interactien selectivamente con los receptores GABAG,
permitiendo una mejor comprension de la neurotransmision GABAérgica, lo cual es de gran
importancia para mejorar nuestro conocimiento sobre la excitabilidad neuronal y potenciar
el tratamiento de diversas enfermedades neuroldgicas y trastornos psiquiatricos.

De esta manera, (R)-Baclofen es considerado el compuesto prototipo para el disefio
de compuestos con actividad farmacoldgica en el receptor GABAg.

Actividad Agonista

- R1
(R)-Baclofen Analogos

R =C3Hs
C3H;

Esquema 1. Disefio in silico de analogos de (R)-Baclofen con sistemas 1,2,4-oxadiazoles.

VI
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1 INTRODUCCION
1.1 Sistema Nervioso Central

El sistema nervioso central (SNC) contiene concentraciones excepcionalmente altas
de ciertos aminodacidos, en particular el glutamato y acido y-aminobutirico (GABA, 1). Los
aminodcidos dicarboxilicos (por ejemplo: glutamato, aspartato) median las respuestas
excitadoras mientras que los dcidos monocarboxilicos (GABA, glicina) median los estimulos
inhibidores. En los Ultimos afios, se ha descubierto que varias clases terapéuticas provocan
sus efectos farmacoldgicos y terapéuticos al modular la neurotransmisién en el SNC de estos
neurotransmisores de aminoacidos.!

En general, se cree que la excitabilidad general del SNC estd modulada por la
actividad fisiolégica equilibrada de dos neurotransmisores de aminoacidos, GABA
(inhibidor) y glutamato (excitador).

El glutamato media en la mayoria de las transmisiones sindpticas excitatorias del
cerebro. Se encuentra involucrado en los procesos fisioldgicos tan diversos como la
proliferaciéon celular, la apoptosis, la supervivencia celular, el aprendizaje y la memoria, asi
como en procesos patolégicos como epilepsia, hipoxia y lesiones cerebrales isquémicas.
Ademas, se conoce su participacién directa en las grandes degeneraciones neuroldgicas,
como la enfermedad de Alzheimer o la enfermedad de Huntington.

Por otra parte, GABA media en la mayoria de las transmisiones sindpticas inhibitorias
del cerebro. Entre las posibles implicaciones funcionales, se cree que la alteracién de 1
participa en procesos de tipo coordinador o integrador en relacién con procesos motores y
cognitivos, asi como en importantes trastornos neuroldgicos y psiquiatricos, como lo es la
enfermedad de Huntington, la epilepsia, la discinesia tardia, el alcoholismo, Ia
esquizofrenia, trastornos del suefio y la enfermedad de Parkinson, etc.?

0 0 o
H3N+\/\/lko- 6WO—
NH;
GABA +
Glutamato

Disminucién de la concentracién
Trastornos

o Neurolégicos

o Psiquiatricos

Figura 1. Equilibrio en los niveles de concentraciéon de GABA y glutamato.




1.2 Acido y-aminobutirico

--------------------- . El acido y-aminobutirico, (GABA) 1 fue identificado en los
i 1950's por Kuffler, Kravitz, y Potter; siendo el principal
HzN\/\)]\ ] , o I
OH [ neurotransmisor inhibidor y el L-glutamato es el principal
: neurotransmisor excitatorio en el SNC de los mamiferos,
encargandose de la neurotransmisién mediante seiales
eléctricas entre las células nerviosas por procesos de excitacion e inhibicion, regulados por
un nivel de equilibrio del sistema GABAergico.>*

La neurotransmision GABAérgica se basa en la interaccidon con los subtipos de
receptores GABAa, GABAg y GABAc. Los receptores ionotropicos (GABAa y GABAc) median
las respuestas rapidas de 1 al activar la apertura de los canales de iones cloruro. Por otra
parte los receptores metabotrépicos (GABAg) son miembros de la familia 3 (o familia C) de
los receptores acoplados a proteinas G (GPCR) responsables de las respuestas de 1 mas
lentas activando proteinas G e influyendo en los sistemas de segundos mensajeros.®

Es importante mantener los niveles de GABA 1, dado que el equilibrio se debe a que
alguna variacion en su concentracién en el cerebro da lugar a procesos excitatorios que se
han asociado con algunos trastornos neuroldgicos y psiquidtricos como la epilepsia,
Alzheimer, Parkinson y Huntington. Sin embargo, la administracién directa de 1 no se
considera una terapia eficaz debido a la alta hidrofilia (coeficiente de particidon ClogP =-3.2)
que presenta dando como resultado una mala permeabilidad a través de las barreras
hematoencefalicas lipofilicas (BBB).

Uno de los principales métodos para elevar el nivel de 1 en el SNC es el uso de
moléculas pequefas, también denominadas farmacos y profarmacos GABAérgicos, capaces
de difundirse a través de la BBB e inhibir la actividad de la enzima GABA-aminotransferasa
(GABA-AT). Estos compuestos son principalmente B-aril- o B-alquil sustituidos, y han sido
objeto de extensas investigaciones para producir andlogos de 1, descritos como derivados
lipofilicos de 1, tales como (S)-Pregabalina 2, (R)-Baclofen 3, (S)-Vigabatrina 4 y Gabapentina
5, Esquema 1.

Cl
H,N H,N H,N
2 OH 2 OH 2 OH HaN OH
2 3 Z 4 5
(S)-Prebagalina (R)-Baclofen Gabapentina

(S)-Vigabatrina

Esquema 1. Analogos de GABA empleados para diversos trastornos del SCN.




Por su naturaleza los analogos de GABA descritos en el Esquema 1 difieren en su
mecanismo de accidn y son empleados en distintos trastornos. Por ejemplo, la (S)-
Pregabalina 2 se une a la proteina a2-6, un canal de calcio dependiente del voltaje, lo que
reduce la liberacidon de neurotransmisores excitadores y moduladores de peptidicos que
pueden ser responsables de estos efectos anticonvulsivos, ansioliticos y analgésicos. El (R)-
Baclofen 3 es un agonista de GABAg utilizado en el tratamiento de la espasticidad, actua
mejorando la movilidad de pacientes con esclerosis multiple, lesiones de la médula espinal
y rigidez muscular. Por otra parte, la (S)-Vigabatrina 4 es un farmaco antiepiléptico inhibidor
de la enzima GABA-aminotransferasa (GABA-AT) mas eficaz, su mecanismo de accion es a
través de la unidn irreversible a la enzima mediante dos mecanismos principales que
involucran adiciones de tipo Michael y enamina.

Finalmente, la gabapentina 5 es un farmaco neuroléptico utilizado clinicamente para
la prevencion de convulsiones, ansiedad, discinesia tardia y dolor neuropatico.

Debido a su importancia clinica, la sintesis y evaluacidn bioldégica de analogos de
estos compuestos se han descrito en la literatura importantes aportaciones que proponen
una variedad de modificaciones estructurales.

1.3 Biosintesis y degradacion.

GABA 1 es sintetizado
en el cerebro a partir de la
descarboxilaciéon del
neurotransmisor excitatorio, el
acido L-glutdmico por la accién
especifica de la enzima acido

L-Glutamat Glutaminasa

® = GABA
GAD L-Glutamina

GABA

glutamico descarboxilasa
(GAD), enzima que requiere la
presencia del cofactor
piridoxal-5'-fosfato (PLP).

. L-Glutamato
Posteriormente el GABA es

. . , [ ] GABA-AT
catabolizado a semialdehido ®9 ) t-cotoplitac
succinico (SSA) por la enzima k' ® o | GaaaT
GABA-AT, enzima que requiere Ciclo
. Kreb
igualmente del cofactor PLP. CABAs  GABA SSA =~

\ggon 7
Succinatg

Figura 2, Biosintesis y Célula Glial
degradacion de GABA .2




La degradacion de GABA convierte simultdaneamente al PLP en piridoxamina-5’-
fosfato (PMP). El semialdehido succinico (SSA) se oxida posteriormente a acido succinico
mediante la accidn de la enzima semialdehido succinico deshidrogenasa (SSDH). Por ultimo,
el acido succinico entra al ciclo de Krebs y se vuelve a transformar a a-cetoglutarato, el cual
posteriormente, se convierte a acido L-glutdmico, mediante la regeneracién del PMP a PLP.

1.4 Receptores de GABA.

GABA ejerce sus acciones fisioldgicas a través de la interaccidn con tres subtipos de
receptores, denominados GABAa, GABAg y GABA(.®

Estos receptores se encuentran localizados en las neuronas pre- y postsindpticas.
Los receptores ionotrépicos, GABAa y GABAc son miembros de la superfamilia de canales
de CI regulados por ligandos y median la actividad inhibidora rdpida de 1. Los receptores
metabotrépicos, GABAs pertenecen a la gran familia de receptores acoplados a proteinas
de unién a guanosina-5'-trifosfato (GTP) y regulan los canales de K* y Ca?* que median las
acciones inhibidoras a largo plazo de 1, Figura 3.”

a) Canales i6nicos activados por ligandos b) Receptores acoplados a proteinas G

Union del
neurotransmisor

Union del
neurotransmisor

a través de
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abierto

. V
%Flujo deionesa Proteina G ubunidades de la proteina Yons
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ue modulan canales idnicos

Figura 3. Representacion esquematica de los receptores GABAs, GABAg y GABAc. a) Receptores
lonotrdpicos. b) Receptores Metabotrépicos.®




1.4.1 Receptores lonotrdpicos.

Tanto los receptores GABAA como los GABAc son miembros de una superfamilia de
canales idnicos activados por transmisores que incluye la acetilcolina nicotinica, la glicina
sensible a estricnina y los receptores 5-hidroxitriptamina 3 (5-HT3). Se cree que estos
canales de iones controlados por transmisores son estructuralmente muy similares,
compuestos de cinco subunidades que se organizan juntas para formar un canal de iones,
Figura 4.

a) Receptor GABA, b) Receptor GABA

Picrotoxina Picrotoxina

Barbituricos

Benzodiazepina l defnm
Cr

Figura 4. Estructuras de los receptores GABA, y GABAC.®

Los receptores GABAa se activan mediante la unién alostérica de su ligando
fisiolédgico GABA 1, aumentando la permeabilidad de los aniones Cl-, dando lugar a una
hiperpolarizacién de la célula receptora, generando que el potencial de membrana sea
negativo, dando lugar a un potencial postsindptico inhibitorio.

Estos receptores, pueden ser modulados de forma alostérica por farmacos como las
benzodiazepinas, barbituricos, alcoholes y neuroesteroides.

En cuanto a los receptores GABAc, en 1984 fueron designados, posteriormente,
estudios realizados por Johnston y colaboradores indicaron que el acido Z-4-aminobut-2-
enoico (acido cis-4-aminocrotdnico 6 (CACA)) analogo de 1, parcialmente plegado activa
selectivamente a este receptor.*?




(o)
H N\/\)J\
2 N OH

6
Acido cis-4-aminocroténico (CACA)

Los receptores GABAc no muestran afinidad por la bicuculina (antagonista GABAa),
ni al Baclofen (agonista GABAg), ni tampoco muestran esta afinidad por benzodiazepinas,
esteroides o barbituricos.

1.4.2 Receptores Metabotropicos.

En 1981 fueron descubiertos los receptores GABAs denominados receptores
metabotrdpicos; siendo los encargados de producir sefales inhibitorias lentas y
prolongadas, y funcionando como moduladores para la liberacion de neurotransmisores.

Los receptores GABAg pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteina G
y son funcionales como heterodimeros compuestos por dos subunidades, GABAg1 y GABAg;.
La subunidad GABAGg1 contiene el sitio de unién a GABA, mientras que la subunidad GABAg;,
estd ubicada dentro de la superficie celular, la cual es la que se encuentra unida a la proteina
G. La activacion de estos receptores bloquea la liberacién presindptica de algunos
neurotransmisores, especialmente la dopamina, a través de la inhibicién de canales iénicos
de Ca?* dependientes de voltaje, y también estimula la activacién de la proteina G abriendo
canales idnicos de K* para generar potenciales postsinapticos inhibitorios.®

Adicionalmente, en estudios farmacoldgicos se ha evidenciado que los receptores
GABAg podrian estar implicados en el desarrollo de algunos trastornos del SNC como lo son
la espasticidad, depresidn, ansiedad, dolor, esquizofrenia, epilepsia, adiccién a las drogas,
enfermedad de Parkinson, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Huntington vy
enfermedades por reflujo gastroesofagico (ERGE).® Destacando el interés farmacolégico de
los receptores GABAg, se consideran como blancos terapéuticos importantes, ya que su
manipulacién farmacoldgica tiene el potencial de tratar una amplia variedad de
enfermedades neurolégicas.

En el 2013, se reportd la estructura cristalina del dominio extracelular del receptor
GABAg de humano unido a Baclofen,'! estd aportacion es de gran importancia, ya que
permite el disefio de farmacos asistido por computadora (DIFAC), teniendo como objetivo
el disefio, optimacién y seleccidon de nuevos compuestos con posible actividad bioldgica.




GABAB(U GABABQ)

GABA, Baclofeno Sin unién al ligando

Modulador positivo

Extracelular

Intracelular

Dominio heptahelicoidal
transmembrana

Activacién de proteinas G heterotriméricas
cc a través de GABAg;y

Figura 5. Representacion esquematica del receptor GABAg.*?

1.5 (R)-Baclofen

(R)-Baclofen 3 (acido 4-amino-3-(4-clorofenil) butanoico)
fue sintetizado por primera vez en 1962 por Heinrich Keberle, y
actualmente es el uUnico ligando agonista dirigido hacia los
receptores GABAg aprobado por la FDA y comercializado bajo el
nombre de Lioresal, es un analogo de GABA, sustituido en posicién
B con un grupo p-clorofenilo, empleado para tratar la espasticidad
muscular en pacientes con esclerosis multiple y lesiones de la

‘IIII-IIIII-IIIIIII.

medula espinal.

En 1998 Ling y colaboradores®® mencionaron que (R)-Baclofen podria reducir el ansia
de cocaina en las personas. La importancia de esta observacion en el posible tratamiento
del abuso de las drogas se ve reforzada por el hallazgo de que el Baclofen reduce el deseo
de un huésped por sustancias adictivas como la heroina, el alcohol y la nicotina.

(R)-Baclofen 3 tiene un centro quiral y un peso molecular de 213.66 g/mol. La
molécula contiene dos donantes de enlaces de hidrégeno, tres aceptores de enlaces de
hidrogeno y cuatro enlaces rotativos; tiene pKa de 3.89 y 9.79. En condiciones fisioldgicas,
es anfdtero. 3 se rige por las reglas de Lipinski y tiene una biodisponibilidad global entre el
70y el 85%. Es ligeramente soluble en agua (0.712 mg/mL) y etanol.'4

Su especificidad hacia los receptores GABAg para ejercer su accién farmacoldgica fue
de suma importancia para la elucidacion de estos receptores.

Y mas alld de considerar a Baclofen 3 como el farmaco ideal, presenta una baja




penetracién en el SNC y considerado como el farmaco prototipo para diversos grupos de
investigacion se han dado a la tarea a la busqueda de diversos métodos de sintesis de
nuevos analogos de 3, con el objetivo de mejorar su perfil farmacoldgico.

1.5.1 Sintesis de Baclofen

Heinrich Keberle sintetizé originalmente el Baclofen en 1962 en Ciba, Suiza®® donde
presento varios enfoques sintéticos como el que se muestra en el Esquema 2.

La ruta a inicia con la disolucién y adicion del anhidrido 7 con NH3 en presencia de
calor para la formacién de la imida 8, posteriormente se realizé una hidrdlisis basica y
posteriormente una degradaciéon de Hoffman para la obtencién de 3 racémico.

Posteriormente en la ruta b, la sintesis inicia utilizando el p-clorodihidrocinamato 9
como punto de partida, como primer paso la reduccion catalizada con paladio y
posteriormente la adicién de 1 Eq. de HCl para evitar la ciclacidon espontanea obteniendo la
amina 10 siendo aislada y finalmente se llevd a cabo una hidrdlisis en condiciones acidas
para la generacién de 3.

La ruta ¢, inicia con la reduccidn del p-clorodihidrocinamato 9 con hidruro de litio y
aluminio (LiAlH4) para proporcionar 11, mediante una acetilacion se realizé la proteccion
selectiva de la amina 12, posteriormente se a cabo la oxidacion del grupo hidroxilo para
obtencién del acido carboxilico 13 y finalmente la eliminacién del grupo N-acetil en
condiciones acidas para obtener 3.
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Esquema 2. Estrategias reportadas por Keberle y colaboradores para la obtencién de Baclofen
racémico.

Ashutosh Jagtap y colaboradores'® en 2018 desarrollaron una ruta de sintesis
alternativa; donde destacan que puede ser mas escalable a nivel comercial y la generacién
de menos residuos.

La sintesis de 3 se inicid al hacer reaccionar el 2-(4-clorofenilo) acetonitrilo 14 con
acido glioxilico 14 en presencia de K,COs generando asi el acido 3-(4-clorofenil)-3-
cianoacrilico 16 con un rendimiento del 90 %. A continuacion, el tratamiento de 16 con
NaBHs en THF, produjo el intermediario 17 que sin purificacién adicional se traté en
condiciones de hidrogenacion catalitica usando Niquel-Raney y atmdsfera de hidrégeno
proporcionando el compuesto 3 con un 70% de rendimiento quimico Esquema 3.

eeeeeeeeeeeanaa.- .
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N 15 N NaBH, oN H, : NH, i
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14 90 % 16 17 70 %  mnesssmeesuanennnnn 5

*Para asegurar <30 ppm de Ni en el producto final, se utilizé una solucion de EDTA para eliminar los contaminantes de niquel.

Esquema 3. Ruta de sintesis alternativa patentada por Ashutosh Jagtap y colaboradores.

1.5.2 Sintesis enantioselectiva.

Hayashi y colaboradores'’ desarrollaron una sintesis one-pot de enantiémero (R)-

Baclofen.




La sintesis inicia mediante una condensacién alddlica entre el p-cloro-benzaldehido
18 y el acetaldehido 19 en presencia de DBU seguida de dos evaporaciones a diferentes
temperatura para formar el aldehido a,B-insaturado 20. Posteriormente, se efectud una
adicion 1,4 tipo Michael con nitrometano y el compuesto 21. La siguiente transformacion
fue la oxidacion de Kraus-Pinnick en t-BuOH para la formacién del acido carboxilico 23.
Posteriormente se llevé a cabo la adicién de Na;HPOs*5H,0 para la reduccién de NaClO;
remanente y finalmente se procedié a la reduccion del grupo nitro con Ni-Raney en una
atmadsfera de nitrégeno para obtener a 3 con un rendimiento total del 31 %, Esquema 4.

4 mol %
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[o) N
- g H oTMs
o . Evaporacién H 21 H
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Esquema 4. Sintesis One-pot asimétrica de (R)-Baclofen.

Otras propuestas de sintesis enantioselectiva de (R)-Baclofen es la descrita por
Corey y Zhang,'® destacando el uso de sales de amonio cuaternarias quirales rigidas en
especifico el uso de la sal de cinconinio.

1.5.3 Resolucion Quimica.

Antes de llevarse a cabo la sintesis de 3 mediante resolucién enzimatica, en 1997
Caira y colaboradores'® fueron los primeros en reportar su sintesis empleando reactivos
guimicos como agentes de resolucién.

Caira y colaboradores informaron la produccidn a gran escala de 3, iniciando con la
resolucion quimica del acido 3-(4-clorofenil) glutaramico racémico 24 con (S)-(-)-
fenilatilamina 25 en MeOH, generando las sales diastereoméricas de (S)-(-)-fenilatilamina,
las cuales fueron separadas mediante cristalizacién, posteriormente la sal 6pticamente pura




se traté en NaOH acuoso y luego se neutralizo con HCl diluido para producir (R)-24
posteriormente, mediante la reaccidon de Hoffman se obtuvo 3 con un rendimiento del 57
% y un ee del 98.9 %, Esquema 5.

o i

CONH, CONH, on :

COOH (S)-(-)-Feniletilamina COOH NaOH, H,0 . NH, :

25 e :

NaOCI i

. 3 .

cl 24 MeOH cl (R)-24 57% : Cl :

Esquema 5. Sintesis (R)-Baclofen mediante resolucidn quimica.

Actualmente, en la literatura existen varios reportes del uso de agentes de
resolucién para la sintesis de 3, como es el caso de (R)-N-fenilpantolactama 26 reportado
por Camps y colaboradores.?’ En otro ejemplo, Linzaga y colaboradores?! describieron la
sintesis de 3 mediante el empleo de (S)-naproxeno 27 como agente de resolucién, Esquema
6.

27

26

Esquema 6. Estructuras de (R)-N-fenilpantolactama y (5)-naproxeno.

1.5.4 Resolucion Enzimatica.

Felluga y colaboradores? reportaron la sintesis de 3 a partir del p-clorocinamato 28,
al cual se llevd a cabo una adicidn 1,4 tipo Michael de nitrometano catalizada con 1,1,3,3-
tetrametilguanidina (TMG) para la generacion del nitroéster racémico 29. El siguiente paso
fue el empleo de la enzima a-quimotripsina, en una disolucion buffer a un pH 7.4, con el
objetivo de hidrolizar Unicamente el grupo nitroéster 29 de configuracién (S) para generar
el acido carboxilico 30. La reaccién procedié con un 53 % de conversion, por otra parte, el
nitroéster (R)-29 se obtuvo con ee del 99.9 % y un rendimiento del 42 %. Posteriormente,
el compuesto se sometié a hidrdlisis acida para generar el acido carboxilico (R)-30, el cual
se trato con Ni-Raney para reducir el grupo nitro a la amina y generar 3, Esquema 7.
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Esquema 7. Sintesis mediante resolucién enzimatica de (R)-Baclofen.
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Otra propuesta de sintesis de 3 mediante la resolucién enzimatica es la reportada por
Chenevert y Desjardins?® proponiendo el uso de a-quimotripsina.




2 ANTECEDENTES
2.1 Agonistas del Receptor GABAg reportados en la literatura.

Como anteriormente se menciond, en la actualidad 3 es Unico agonista del receptor
GABAg aprobado por la FDA, y el cual presenta una baja absorcién en el cerebro y aunado a
esto un bajo potencial terapéutico, razén por la cual, diversos grupos de investigacién han
intentado mejorar su actividad mediante la sintesis de analogos de 3, con variaciones en su
estructura.

En la literatura hay muestra de varios agonistas que estdn dirigidos al receptor
GABAg, los cuales muestran similitud o variaciones estructurales en referencia a Baclofen.
A continuacién, se muestran algunos ligandos, los cuales presentan un reemplazo
bioisostérico en el grupo del acido carboxilico por el acido fosfénico.

En 1995 que Froestly colaboradores?* reportaron la sintesis y la evaluacion bioldgica
de los compuestos GCP 27495 31, CGP 35024 32 y CGP 36216 34, estos analogos de acido
fosfénico, presentaron actividad de 1C50=2.24 nM para 31, 6.6 nM para 32 y de 1.35 nM para
34 en comparacién con (R)-Baclofen 3 cuyo concentracion es de 1Cs50=25 nM. Ademas, los
atomos de Fluor de CGP 47656 33 son reemplazos isotéricos de los dtomos de hidrégeno
en 32, produciendo un compuesto con alta afinidad por los receptores GABAg con actividad
agonista parcial.

Posteriormente, Alstermark y colaboradores,?® sintetizaron el compuesto 3, el cual
presento actividad de ECs0=8.64 nM como agonista del receptor GABAGg, la cual es superior
ala de 3 que es de EC50=750 nM.

En la misma linea, el reemplazo del grupo carboxilico de 3 por el grupo del acido
fosfinico dio el derivado del acido fosfinico 36 que mostré un valor de I1Cso= 0.039 uM,
Esquema 8.2°
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Esquema 8. Agonistas del receptor GABAs.




Recientemente en el 2011, Xu y colaboradores?’ llevaron a cabo la sintesis y
evaluacidn de una serie de analogos de 3, presentando modificaciones en la posicion orto
con respecto al &tomo de cloro del anillo aromatico. Siendo los compuestos 41 (pECs0=8.5),
42 (pECs0=7.3) y 44 (pECs0=7.4) los que mostraron mejor actividad en los ensayos
preliminares en receptores GABAg expresados en células embrionarias de rifién, Esquema
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Esquema 9. Analogos de (R)-Baclofen con modificaciones en la posicidn orto del anillo aromatico.




2.2 Antagonistas del receptor GABAg reportados en la literatura.

Dada la importancia y el interés farmacoldgico de los antagonistas dirigidos hacia el
receptor GABAs, se emprendieron inmediatamente esfuerzos para el disefio y desarrollo de
antagonistas selectivos del receptor GABAg de alta afinidad ha sido importante para
establecer la importancia y el aislamiento de los genes del receptor GABAg. Kerr, Ong y
colaboradores?®?° describieron el Faclofen 52, Saclofen 53 y 2-hidroxisaclofeno 54, siendo
los primeros antagonistas selectivos, aunque estos agentes tienen bajas afinidades y son
ineficaces después de la administracidon sistémica por los sitios de uniéon de GABAg en las
membranas cerebrales de ratas, como primeros antagonistas fueron herramientas
importantes para definir la relevancia farmacoldgica y fisiolégica de los receptores GABAs.

El antagonista SCH 50911 55 (ICso= 3uM), es un agente quimicamente distinto que
es eficaz después de la administracidn sistémica pero que tiene una afinidad relativamente
baja por el receptor.393! Los descubrimientos posteriores de antagonistas se derivaron en
gran parte de un grupo de Novartis en Basilea, Suiza por Froestl y Mickel,3? desarrollaron el
primer antagonista del receptor GABAg capaz de cruzar la barrera hematoencefalica, CGP
35348 56,33 y los primeros agentes activos por via oral, CGP 36742 5834y CGP 51176 60.%°
Esquema 10.

El antagonista CGP 36742 58, es uno de los ligandos del receptor GABAs mads
estudiado y el cual ha aportado demasiado en las investigaciones realizadas sobre este
receptor. En contexto, uno de los estudios realizados por Nyitrai y colaboradores,3®
determind que CGP 36742 mejora la liberacidon de somatostatina en el hipocampo de ratas,
tanto in vivo, como in vitro.

Por otra parte, Nowak y colaboradores®’ destacan la actividad antidepresiva
presentada por los antagonistas CGP 36742 y CGP 51176 en roedores.
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Esquema 10. Antagonistas de baja afinidad.




El avance mas crucial en el descubrimiento de antagonistas se produjo con el
desarrollo de compuestos con afinidades 10,000 veces mas altas que los antagonistas
anteriores. Este gran avance se debid a la unién de sustituyentes 3,4-diclorobencilo o 3-
carboxibencilo a las moléculas existentes. Esto produjo una profusién de compuestos con
afinidades en el rango nanomolar.3® Se han llevado a cabo numerosas investigaciones con
CGP 52432 61 (ICso= 55nM), CGP 54626 622 (ICso= 4nM), CGP 55845 63 (ICso= 6nM), CGP
61334 64 (ICs0= 36nM) CGP 56433 65 (ICso= 80nM), CGP 56999 66 (ICs0= 2nM), y CGP 62349
67 (ICso= 2nM). También estan disponibles varios compuestos como radioligandos, tales
como: [3H]-CGP 62349 68 y [*!C]-CGP 62349 69,%* siendo este Gltimo un radioligando que
contenia el isétopo emisor de positrones o antielectrén *'C como ligando potencial de
tomografia por emision de positrones.?? La introduccién del resto del acido fosfinico en el
compuesto 55 condujo a una nueva clase de antagonistas del receptor GABAg muy
potentes, como: racemato CGP 71982 70, (ICso= 8nM), (3S, 6R)-CGP 76290 71 (ICs0= 2nM) y
(3R, 65)-CGP76291 72 (ICso= 69nM),*! Esquema 11.
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Esquema 11. Antagonistas de alta afinidad.

Finalmente, dos antagonistas yodados de alta afinidad, [*?°I]-CGP 71872 73 (ICso=2.4




nM)*?y [12°]-CGP 64213 74 (ICso= 1.6 nM, es decir, inhibicidn de la unién de [**°1]-CGP 64213
a los receptores GABAg en las membranas de la corteza cerebral de rata),*? se desarroll6 un
ligando de fotoafinidad, ambos con altas radiactividades especificas de >2000 Ci/mmol, que
se utilizaron para elucidar la estructura de GABAg:1.%* El ligando ['%°1]-CGP 84963 75 (ICso=
6nM, inhibicion de la unién de [*?°1]-CGP 64213 a los receptores GABAg en las membranas
de la corteza cerebral de ratas) combina en una molécula una parte que se une al receptor
GABAg, un dacido azidosalicilico como una fraccion de fotoafinidad separada por un
espaciador de tres moléculas de GABA de 2-iminobiotina, que se une a la avidina de una
manera reversible dependiente del pH. Este compuesto se prepard para facilitar el
aislamiento y la purificacién del fragmento del receptor GABAg: N-terminal extracelular
para estudios de cristalizacién y rayos X del sitio de uniéon de GABAg1,* Esquema 12.
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Esquema 12. Antagonista del receptor GABAg marcado con I'* de alta afinidad.

Posteriormente se determinaron las propiedades farmacocinéticas como: LogP, area
superficial, Peso molecular, TPSA y momento dipolar de todos los antagonistas
anteriormente mencionados con el fin de encontrar una relacion estructura-actividad entre
sus propiedades calculadas, Tabla 1.

Tabla 1. Propiedades farmacocinéticas de los antagonistas del receptor GABAs.

Compuesto Log P Area PM TPSA  Momento
superficial dipolar
(R)-Faclofen ‘ -3.49 ‘ 200.97 = 249.63 88 28.04
Saclofen 0.90 313.51 233.71 67.77 27.97
2-hidroxisaclofeno ‘ -1.34 ‘ 32448  249.71 88 25.24
SCH 50911 -3.25 292.40 | 173.212  65.97 25.48




Alta
afinidad

CGP 35348 -1.26 384.50 225.225 86.23 22.28
CGP 46381 -1.12 383.07 219.265 67.77 27.79
CGP 36742 -1.81 323.31 179.200 67.77 27.71
CGP 36216 -2.68 262.12 151.146  67.77 27.68
CGP 51176 -1.66 391.09 235.264 88 25.90
CGP 52432 1.80 557.36 384.23 75.20 22.51
CGP 54626 1.81 591.16 408.30 76.97 24.13
CGP 55845 2.73 566.06 400.28 56.74 25.16
CGP 61334 0.28 560.50 359.359 112.50 23.67
CGP 56433 0.29 593.86 383.425 114.27 26.12
CGP 56999 0.29 594.39 383.425 114.27 27.44
CGP 62349 -0.08 596.21 407.403 @ 123.50 26.39
[3H]-CGP 62349 -0.08 596.21 413.427 123.50 26.39
[*1C]-CGP 62349 -0.08 596.21 406.403 = 123.50 26.39
CGP 71982 0.35 571.47 381.409 103.27 26.01
CGP 76290 0.35 570.29 381.409 103.27 24.71
CGP 76291 0.35 571.47 381.409 103.27 27.35
CGP 71872 -4.84 778.98 639.404 178.46 26.99
CGP 64213 -5.06 744.55 598.391 149.03 32.53
CGP 84963 3.39 1662.58 | 1208.18 337.90 7.09

Estos se organizaron de acuerdo a su afinidad, clasificandose como alta y baja afinidad hacia
los receptores GABAg, en color amarillo se muestran los antagonistas de baja afinidad y en

color azul los antagonistas de alta afinidad.

2.3 Antagonistas co-cristalizados del receptor GABAg

Actualmente y en comparacién a los agonistas dirigidos al receptor GABAg, existen

mas estructuras cristalinas del dominio extracelular del

receptor GABAg con sus

correspondientes antagonistas, siendo estos importantes para la investigacion y disefio de




nuevos farmacos. Su principal aplicacién de los antagonistas es la caracterizacién o
elucidacion del receptor GABAg, permitiendo revelar con mayor profundidad su papel.*®

Aunque actualmente no existe un antagonista aprobado o comercial, se ha
demostrado en estudios preclinicos que los antagonistas del receptor GABAg presentan
propiedades neuroprotectoras, anticonvulsivas y de mejora de la cognicién, siendo la
caracteristica antidepresiva la mejor descrita.*’

En este sentido, existe un esfuerzo creciente para disefiar nuevos agentes
terapéuticos que interactien selectivamente con los receptores GABAg, y que permitan una
mejor comprension de la neurotransmisién GABAérgica, lo cual es de gran importancia para
mejorar nuestro conocimiento sobre la excitabilidad neuronal y potenciar el tratamiento de
diversas enfermedades neuroldgicas y trastornos psiquiatricos.

En contexto, se muestran las estructuras cristalinas de los antagonistas con
interaccion al receptor GABAg. Estos cristales pueden ser encontrados en Protein Data Bank
(PDB) y en las diversas bases de datos de estructuras cristalinas de las proteinas.

En la Figura 6, se muestra al antagonista 2-hidroxisaclofeno unido al receptor GABAg
(PDB: 4MQF). Estudios recientes mostraron que el antagonista 2-hidroxisaclofeno redujo
los efectos de Baclofen en la sefial discriminativa inducida por D-anfetamina (D-AMPH).
Estas observaciones sugieren que el receptor GABAgz puede estar involucrado en la
modulacién de la sefial discriminativa de D-AMPH.*8
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Figura 6. Estructura del antagonista 2-hidroxisaclofeno e Interacciones con el receptor GABAg.

En cuanto al antagonista CGP 54626, Figura 7 teniendo un cddigo PDB: 4MR?7, se han




realizado estudios donde se investigd el papel de los receptores GABAx como los del
receptor GABAs en la supresion de la ingesta de alimentos y la induccion del
comportamiento similar al suefio por parte del 4cido L-pipecdlico (L-PA).*°

Otra aplicacion de este antagonista la reporta Asay,”® quien llevo a cabo la
caracterizacién de la unién de [3H] CGP 54626 a los receptores GABAg en la rana toro macho
(rana catesbeiana). Donde se determinaron sitios de unién con una farmacologia apropiada
para los receptores GABAG.

Figura 7. Estructura 3D e interacciones del antagonista CGP 54626 con el receptor GABAg.

El antagonista CGP 35348 cédigo PDB: 4MR8, Figura 8, existen varias aplicaciones o
usos, una de ellas es lo reportado por Gillani y colaboradores,”* donde se determino el
pontencial de CGP 35348 sobre el receptor GABAg en el aprendizaje, la memoria y la
coordinacidon neuromuscular en ratones albinos. Otra importante aplicacion es la realizada
por Malcagio y colaboradores,>? donde resaltan la prevencion del efecto antinocicepcion
(reversion o alteracion de los aspectos sensoriales de la intensidad del dolor) y la relajacion
muscular inducidos por Baclofen.
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Figura 8. Estructura de CGP 35348 e Interacciones con el receptor GABAg.

Durante la caracterizacion farmacoldgica del antagonista SCH 50911 cdédigo PDB:
4MR9, Figura 9 se determind que es mas potente en la inhibicion de la unién de GABA sobre
el receptor GABAg en el cerebro de rata (ICso=1.1 uM), asi como otros ensayos clinicos.3!
Adicionalmente, Caraiy colaboradores,”3 estudiaron el efecto del antagonista en el receptor
GABAg, sobre la aparicidon de convulsiones en ratas dependientes de etanol que sufren el
sindrome de abstinencia de etanol.

En 2007, Filip y colaboradores,> llevaron a cabo el estudio sobre el efecto del
receptor GABAg sobre la autoadministracidn inducida por cocaina y la discriminacién de
drogas.
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Figura 9. Estructura 3D del antagonista SCH 50911 e Interacciones con el receptor GABAg.




(R)-Faclofen 50 es un andlogo de (R)-Baclofen que tiene un reemplazo isostérico del
grupo acido carboxilico por el acido fosfénico Figura 10, siendo un antagonista del receptor
GABAg cédigo PDB: 4MRM. Allan> evalud la capacidad de alterar los efectos conductuales
del etanol mediante la pérdida del reflejo de enderezamiento, descoordinacién motora,
locomocién espontanea e hipotermia, dando buenos resultados en los efectos del etanol
sobre la descoordinacidon motora, la actividad locomotora y la hipotermia.

Soltesz y colaboradores?® llevaron a cabo un estudio, donde Faclofen (0.5-1 mM)
inhibid reversiblemente el potencial postsindptico inhibitorio (IPSP) tardia, resistente a
bicuculina, dependiente de K* registrada en células de proyeccién del nucleo geniculado
lateral dorsal de gato y rata, y en neuronas piramidales CA1 del hipocampo de rata. Ademas,
que en las mismas concentraciones Faclofen bloqueo reversiblemente la hiperpolarizacién
insensible a la bicuculina dependiente de K* evocada por el GABA y Baclofen.

Figura 10. Estructura 3D e interacciones de Faclofen unido al receptor GABAs.

Finalmente el antagonista CGP 46381 cédigo PDB: 4MS1 (Figura 11) previno por
completo el efecto sedante/hipnético del cido y-hidroxibutirico (GHB).>’

En otro estudio realizado por Bexis y colaboradores,>® se determino que Baclofen
tiene cierto potencial en el tratamiento de la abstinencia de opioides y que los receptores
GABAg pueden estar implicados en dicha abstinencia, estos resultados se obtuvieron dado
que el antagonista revirtid los efectos ejercidos por Baclofen sobre los movimientos
estereotipados de la cabeza, la ptosis y la pérdida de peso.
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Figura 11. Estructura 3D e interacciones de CGP 46381 unido al receptor GABAs.

2.4 Andlogos de GABA y Baclofen sintetizados en el grupo de investigacion.

En nuestro grupo de investigacion, existen antecedentes de la sintesis y disefio de
andlogos de GABA y Baclofen, donde destacan los diferentes sistemas de heterociclicos,
siendo estos de suma importancia para la sintesis medicinal.

Inicialmente, estos analogos se disefiaron como posibles inhibidores de la enzima
GABA-AT, donde el atomo de nitrogeno en posicidon y esta englobado en los diversos
sistemas de heterociclicos. En la primera generacidn de estos analogos se sintetizaron los
compuestos 76-82,>° se reportd que los compuestos 79 y 80 presentaron actividad
inhibitoria sobre la enzima GABA-AT del 35.5% y 32% respectivamente, Esquema 13.
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Esquema 13. Primera generacion de analogos de GABA y Baclofen.




En cuanto a los andlogos de GABA y Baclofen de segunda generacion, en este caso
se realizd el disefio y posteriormente la sintesis de los compuestos 83-94,%° los cuales
presentaban similitudes estructurales con los analogos de la primera generacidon que
presentaron un mejor perfil de inhibicidn a la enzima GABA-AT. Siendo el compuesto 90, el
que mostré una inhibicion del 73 % sobre la enzima GABA-AT, Esquema 14.
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Esquema 14. Segunda generacién de analogos de GABA y Baclofen.

Para la tercera generacion de andlogos, se realizaron modificaciones al sistema del
heterociclo empleado, donde ahora se sintetizaron anillos de triazol, obteniendo los
compuestos 95-102, siendo las moléculas 100 y 102 las que presentaron una mejor
actividad en las pruebas de inhibicidon enzimatica sobre GABA-AT, teniendo una inhibicidn
del 43% y 59%,%! respectivamente Esquema 15.
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3 DISENO IN SILICO DE ANALOGOS DE BACLOFEN
3.1 Disefio de farmacos asistido por computadora (DIFAC)

El disefio de farmacos asistido por computadora (DIFAC) es una técnica que emplea
herramientas computacionales para el disefio y/u optimizacién de farmacos, para
relacionar la actividad de un compuesto con su estructura quimica. Los objetivos principales
del DIFAC son tres: descubrir moléculas activas, optimizar moléculas activas ya conocidas y
seleccionar, de un grupo dado de estructuras, a los candidatos que tengan mayor o menor
probabilidad de convertirse en fdrmacos exitosos, Figura 12. De esta manera, el uso de la
computadora puede ayudar a descubrir y disefiar estructuras quimicas que tengan las
propiedades adecuadas para entrar en el proceso de desarrollo de un farmaco.

Las estrategias del DIFAC se dividen en dos partes principales:

a. Diseno basado en la estructura del ligando. Los métodos que agrupan en
esta area se centran en el estudio de la estructura 3D del farmaco de
referencia (SAR, modelado del farmacéforo y QSAR).

b. Diseiio basado en la estructura del receptor. Los métodos que
corresponden a esta estrategia consideran la estructura tridimensional del
objetivo bioldgico (estructuras cristalograficas de rayos X o NMR)
(Acoplamiento molecular (docking) y cribado virtual).

Disefio de farmacos asistido por computadora (DIFAC)

Disefio basado en la estructura
del receptor

Identificacion del sitio de unidén

l Virtual (LR
screening
Acoplamiento molecular Modelado
l del
farmacoforo

Puntaje y seleccion

Candidato a farmaco

Figura 12. Descripcién general del DIFAC.




Este proyecto estd enfocado en el uso del acoplamiento molecular (docking
molecular), por lo que a continuacién se describe mas a detalle esta herramienta
computacional.

3.2 Acoplamiento molecular (Docking molecular)

El acoplamiento molecular (docking molecular) es una técnica de modelado
molecular, la cual consiste en la prediccidn de las interacciones entre una proteina (enzima
o receptor) y una molécula pequefia (ligando), mediante el empleo de un programa
computacional, Figura 13. El acoplamiento se utiliza ampliamente para el estudio de
interacciones y mecanismos biomoleculares, y se aplica al disefio de farmacos con base a
su estructura.®?

Figura 13. Proceso del acoplamiento molecular. A) Estructura tridimensional del ligando. B)
Estructura tridimensional del receptor. C) El ligando se acopla en la cavidad de unién del receptory
se exploran las supuestas conformaciones. D) Se identifican la conformacidn de unién mas probable
y las interacciones intermoleculares correspondientes.




La identificacidon de las conformaciones de unién mas probables requiere dos pasos:

i.  Exploraciéon de un gran espacio conformacional que representa varios modos de
unién potenciales.

ii. Prediccion precisa de la energia de interaccion asociada con cada una de las
conformaciones de unidn predichas.

Ademads, los algoritmos de acoplamiento molecular ejecutan predicciones
cuantitativas de la energia de unién, proporcionando clasificaciones de compuestos
acoplados en funcién de la afinidad de unién de los complejos ligando-receptor. Este
proceso se lleva a cabo de forma recursiva hasta converger a una solucién de minima
energia.

Posteriormente, se desarrollaron programas basados en diferentes algoritmos para
realizar estudios de acoplamiento molecular, lo que ha hecho del acoplamiento una
herramienta cada vez mas importante en la investigacién farmacéutica.

Debido a esto, actualmente el acoplamiento proteina-ligando se clasifica de la
siguiente manera:

a) Acoplamiento rigido (el receptor y el ligando se mantienen rigidos).

b) Acoplamiento con ligando Flexible (Unicamente el receptor se mantiene rigido
durante el experimento).

c) Acoplamiento flexible (el receptor y el ligando se mantienen flexibles).

Acoplamientq
molecular

- y
o
/ ’

Figura 14. Esquematizacién del modelo receptor-ligando.

Los programas de acoplamiento molecular utilizan funciones de puntuacion para
estimar la energia de union de los complejos ligando-receptor predichos. La variacién de
energia, debido a la formacién de la estructura ligando-receptor, viene dada por la
constante de union (Kq) y la energia libre de Gibbs (AGy) o la ecuacién de Arrhenius.%3

AG = AH — TAS Ecuacion de la Energia libre de Gibbs




AG = —RT Logk Ecuacién de Arrhenius

Las funciones de puntaje del docking se pueden clasificar en dos grandes categorias:
1. Aproximacién empirica. Se basa en un campo de fuerza.

Las funciones de puntuacidn basadas en el campo de fuerza estiman la energia de
enlace sumando las contribuciones de los términos enlazados (estiramiento del enlace,
flexion del angulo y variacidn diédrica) y no enlazados (interacciones electrostaticas y de
van der Waals) en una funcién maestra general. Este tipo de funciéon de puntuacion aplica
un método ab initio para calcular la energia asociada con cada término de la funcién
utilizando las ecuaciones de la mecdnica cldsica. Una limitacién importante de los métodos
basados en campos de fuerza es su inexactitud para estimar las contribuciones entrdpicas.
Esta deficiencia se debe a la falta de un modelo fisico razonable para describir este
fenédmeno. Ademas, el disolvente no se considera explicitamente, lo que dificulta la
estimacion de las energias de desolvatacién.®3

Etotal = EVdW + Ees + Ehb + Etorsional + Edesolvatacic’m +E

2. Aproximacion basada en el conocimiento. Las energias son calibradas de acuerdo
con cada par atémico.

Se usan analisis estadisticos de complejos 3D de PBD y en la busqueda de encontrar
una contribucién energética AW de cada par de atomos interactuantes entre la proteina y
el ligando.

En cuanto a los algoritmos de busqueda que emplean los programas de
acoplamiento molecular se clasifican en:

1. Métodos de emparejamiento basados en caracteristicas. Emplea técnicas visuales
para empatar caracteristicas de complementariedad en las moléculas.
2. Métodos de busqueda paso a paso. Explora el espacio guiado por la funcidn de
scoring.
o Esguida por la funcidn de puntaje.
o Usa dos componentes. Un mddulo de posicionamiento y un mddulo de
puntaje.
o El algoritmo de busqueda puede ser exhaustivo (fuerza bruta). Van a
encontrar la mejor solucién.
o El algoritmo de busqueda con pruebas al azar se llama método estocastico.
No se garantiza obtener la mejor pose, método heuristico.




3.3 Estudio in silico de la farmacocinética

El método mds rapido para evaluar las propiedades farmacolégicas de un compuesto
es aplicar "reglas". Las reglas son un conjunto de pautas para las propiedades estructurales
de los compuestos que tienen una mayor probabilidad de ser bien absorbidos después de
la dosificacion oral. Los valores de las propiedades asociadas con las reglas se cuentan
rapidamente a partir del examen de la estructura o se calculan utilizando un software
ampliamente disponible.®* A continuacion, se abordardn las reglas de Lipinski y Veber
siendo estas las mas frecuentes en el disefio de farmacos.

3.3.1 Reglas de Lipinski

Las reglas se hicieron mas prominentes y definidas en el campo con el informe de
Lipinski de la “regla de los 5”, o lo que se conoce como las “reglas de Lipinski”. " Estas reglas
son un conjunto de valores de propiedad que se derivaron de la clasificacion de las
propiedades fisicoquimicas clave de compuestos similares a farmacos. Las reglas se
utilizaron en Pfizer durante algunos afos antes de su publicaciéon y desde entonces se han
utilizado ampliamente. El impacto de estas reglas en el campo ha sido muy alto. Esta
aceptacion se puede atribuir a muchos factores:

Es mds probable una mala absorcién o permeacion cuando:

>5 donantes de H (la suma de todos los OH y NH)

PM >500

LogP >5 (MlogP >4.15)

>10 aceptores de enlaces de H (la suma de todos los Ny O)

-+ F

Aunque la “violacidn” de una regla puede no resultar en una absorcién deficiente, la
probabilidad de una absorcion deficiente aumenta con la cantidad de reglas que se rompen
y el grado en que se exceden.

3.3.2 Reglas de Veber

Adicionalmente las reglas que propone Veber y colaboradores. Estudiaron las
propiedades estructurales que aumentan la biodisponibilidad oral en ratas. Llegaron a la
conclusiéon de que la flexibilidad molecular, el drea de superficie polar (PSA) y el recuento
de enlaces de hidrégeno son determinantes importantes de la biodisponibilidad oral. Los
enlaces rotativos se pueden contar manualmente o mediante programas. El PSA se calcula
mediante programas y estd estrechamente relacionado con los enlaces de hidrogeno.®

4+ <10 Enlaces rotables.
% <140 A2 PSA 0 <12 enlaces de hidrégenos totales.

El andlisis de los descriptores moleculares de los antagonistas reportados en la literatura




contra las mismas propiedades de GABA, sirvidé para determinar los rangos que hay entre
cada uno de ellos y se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Descriptores moleculares de GABA y diferencias de los antagonistas del receptor GABAs.

Compuesto LogP LogD Vv # atomos PM Dipolo TPSA
(total) molecular

| GABA* | 346 | -346 | 101.84 | 16 103.121 |  26.19 67.77
R-Faclofen -0.03  -0.03  99.13 12 146.51 1.85 20.23

| Saclofen 436 436 21167 10 130.59 1.78 0
2-hidroxisaclofeno = 2.12 212 | 222.64 11 146.59 -0.95 20.23
~ SCH50911 021 021  190.56 11 70.10 -0.71 -1.8
CGP 35348 2.2 22 | 28266 18 122.104  -3.91 18.46

.~ CGP46381 234 234 28123 20 116.144 1.6 0
CGP 36742 165 = 165 | 22147 13 76.08 1.52 0

.~ CGP36216 078 078  160.28 7 48.025 1.49 0
CGP 51176 1.8 1.8 | 289.25 21 132143 -0.29 20.23

.~ CGP52432 526 526  455.52 31 281.11 -3.68 7.43
CGP 54626 527 | 527  489.32 37 305.18 -2.06 9.2

.~ CGP55845 619 619  464.22 33 297.16 -1.03  -11.03
CGP 61334 374 | 374  458.66 34 256.24 -2.52 44.73

.~ CGP56433 375 375  492.02 40 280304  -0.07 46.5
CGP 56999 375 = 3.5 49255 40 280.304 1.25 46.5
Alta  CGP62349 338 338 49437 38 304.29 0.2 55.73
Afinidad = [3H]-CGP 62349 | 3.38  3.38 49437 38 310.306 0.2 55.73
 ['C]-CGP 62349  3.38  3.38 49437 38 303.282 0.2 55.73
CGP 71982 381  3.81  469.63 38 278.29 -0.18 35.5

.~ CGP76290 381  3.81  468.45 38 278.29 -1.48 35.5
CGP 76291 381  3.81  469.63 38 278.29 1.16 35.5

.~ CGP71872 -138 -138 677.14 50 536.283 0.8 110.7
CGP 64213 16 -16 64271 48 495.27 6.34 81.26
. CGP84963 685  6.85  1560.74 137 110506 ~ -19.1  270.13

*Valores reales de los descriptores moleculares de GABA.

3.3.2 Relacion de la penetracién de la estructura BBB.

Las propiedades fisicoquimicas afectan en gran medida la permeacién de la BBB

transcelular pasiva del compuesto. Los estudios han demostrado las siguientes propiedades
estructurales son clave para el descubrimiento de farmacos del SNC.

+ Enlaces de Hidrégenos (aceptores y donadores).
#+ Lipofilicidad




* Area superficial polar (PSA).
#+ Peso molecular (PM).
+ Acidez.

Estas propiedades son mas restrictivas en la BBB que en la mayoria de las otras
barreras de membrana del cuerpo. Como grupo, los farmacos comerciales del SNC en
comparacion con los farmacos que no son del SNC tienen menos donantes de enlaces de
hidrégeno, un LogP mas alto, un PSA mas bajo y menos enlaces rotativos. Pardridge propuso
por primera vez un conjunto de reglas fisicoquimicas de BBB. La estructura debe tener lo
siguiente:®°

+ Enlace de hidrogeno (total) <8-10
* PM <400-500
+ No 4acidos.

Spraklin sugiere donantes de enlaces H<2 y aceptores de enlaces H<6. Esto esta de
acuerdo con el consenso general de que los donantes de enlaces H son mas limitantes que
los aceptores de enlaces H.%°

Clark y Lobell®> compilaron otro conjunto de reglas de BBB. La estructura debe tener
lo siguiente:

N+ 0<6

PSA <60-70 A2,
PM< 450

Log D =1-3
ClogP-(N+0)>0

-+

Estas reglas son utiles para evaluar la permeabilidad de BBB antes de la sintesis,
evaluar los compuestos que se incorporan a un proyecto (por ejemplo, socio de la alianza),
diagnosticar una penetracién cerebral in vivo deficiente y orientar qué modificaciones
estructurales podrian mejorar mejor la permeabilidad de BBB de una serie de pistas de
descubrimiento.




4 JUSTIFICACION

La presente investigacidon estd enfocada en el disefio in silico de nuevos derivados
de 1,2,4-oxadiazol mediante el uso de herramientas computacionales para el disefio de
farmacos en funcion al ligando, las cuales hoy en dia son de gran importancia para la
generacién de nuevos farmacos. Estas herramientas computacionales minimizan el tiempo
y los recursos empleados en el disefio tradicional de farmacos. A su vez, gracias al avance
de las ciencias de la computacién y en las teorias de la mecdnica cudntica, los resultados
obtenidos por estas herramientas son mas confiables.

Los receptores GABAg estan asociados a una gran diversidad de trastornos
neurolégicos y psiquiatricos. Su activacidn esta asociada al tratamiento de la espasticidad
muscular y su inactivacién con el tratamiento empleado en problemas a la adiccion al
alcohol, por mencionar algunas. Debido a lo anterior la busqueda de compuestos con
actividad bioldgica es de gran interés en la industria y académica.

Dentro de la busqueda de compuestos activos sobre este receptor se encuentra el
(R)-Baclofen que tiene un efecto agonista, y se ha utilizado como andamio estructural para
el disefio y busqueda de nuevos compuestos bioldgicamente activos sobre este receptor.
En el grupo de investigacion nos hemos especializado en el disefio y sintesis de compuestos
biolégicamente activos, en especifico, englobando el grupo amino de GABA y Baclofen en
anillos heterociclos. En este trabajo se propone el uso del anillo de oxadiazol como
heterociclo debido a sus propiedades fisicoquimicas y estructurales, para la generacién de
potenciales compuestos bioldgicamente activos del receptor GABAg.




5 OBIJETIVOS

5.1 Objetivo General.

Disefio y analisis in silico de la probable actividad bioldgica sobre el receptor GABAg
de los derivados de 1,2,4-oxadiazol 103a-i, Esquema 16.

Actividad Agonista

(R)-Baclofen Analogos

Ry = C3Hs
C3H7

Esquema 16. Disefio in silico de analogos de (R)-Baclofen con sistemas 1,2,4-oxadiazoles.

5.2 Objetivos Especificos.

I.  Anadlisis de descriptores moleculares: Calculo de descriptores moleculares
asociados a las propiedades farmacocinéticas de los compuestos 103a-i.

[I.  Analisis de la diana terapéutica: Analisis estructural del receptor GABAg y la

determinacion de sus descriptores moleculares y obtencién de los modos
normales.

lll.  Acoplamiento molecular: acoplamiento molecular de los derivados de 1,2,4-
oxadiazol con diferentes conformaciones del receptor GABAs.

IV.  Analisis de resultados y propuesta de candidatos finales.




6 DISENO DE LOS ANALOGOS DE (R)-BACLOFEN EN BASE AL LIGANDO.

Para el disefio de los derivados de 1,2,4-oxadiazol 103a-i como andlogos de (R)-
Baclofen se realizd en base al antecedente del modelo QSAR llevado a cabo en el grupo de
investigacion. El cual consisti6 emplear diversos analogos de Baclofen y agonistas
reportados en la literatura con diversas estructuras, donde se identificaron caracteristicas
estructurales y electrénicas que estan relacionadas con la actividad. Destacando englobar
al atomo de nitrégeno en un heterociclo como lo es el anillo 1,2,4-oxadiazol con fin de que
la interaccién con el residuo Trp 278 sea menos fuerte, ya que esta reduce la potencia de
los compuestos como agonistas del receptor GABAg.%®

En cuanto al resto de la estructura de los compuestos 103a-i, se mantuvo al grupo
del acido carboxilico, por otra parte, la modificacién del sustituyente aromatico en la
posicién B y la adicidn de sustituyentes alifaticos en el anillo de oxadiazol, es con el fin de
favorecer la lipofilia de las moléculas.

Con base en lo anterior, se disefiaron los andlogos 103a-i, teniendo como
sustituyentes aromaticos en la posicion B a p-Clorofenilo, 5-Clorotiofeno y 5-Clorofurano,
los sustituyentes Ri en el anillo de oxadiazol son: n-propilo, isopropilo y ciclopropilo,
Esquema 17.

Reemplazos isotéricos

o
oY
N \”/B\G)LOH
>\,N
R4
Englobar en un anillo 1,2,4-oxadiazoles , .
1,2,4-oxadiazol Ri= 2O\~ —:—< —:—<

Esquema 17. Diseio de los anadlogos de Baclofen en base al ligando. Analogos de Baclofen 103a-i
con anillos de 1,2,4-oxadiazol.

7 RESULTADOS Y DISCUSION

En el presente proyecto se llevo a cabo el disefo in silico de los analogos de
baclofeno con estructura 1,2,4-oxadiazol 103a-i, con el fin de determinar su posible
actividad con el receptor GABAg. A continuacion se muestran los diversos pasos que se
llevaron a cabo para el disefio in silico de los andlogos de (R)-Baclofen con los sistemas 1,2,4-
oxadiazoles, Figura 15.




1. Obtencion de estructuras
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Figura 15. Metodologia del disefio in silico.

7.1 Andlisis de los descriptores

Posteriormente se determinaron los descriptores de los compuestos 103a-i, siendo
uno de ellos, la lipofilicidad es una propiedad que tiene un efecto importante sobre las
propiedades de absorcion, distribucion, metabolismo, excrecién y toxicidad (ADME/Tox),
asi como sobre la actividad farmacoldgica. La lipofilicidad se ha estudiado y aplicado como
una propiedad importante de un farmaco durante décadas. Puede medirse o calcularse
rapidamente. La lipofilicidad se ha correlacionado con muchas otras propiedades, como
solubilidad, permeabilidad, metabolismo, toxicidad, unién a proteinas y distribucion.®*




Para la obtencion de los valores tedricos de lipofilicidad, se emplearon diferentes
programas y servidores con fin de realizar comparaciones debido a que todos emplean
diferentes algoritmos de calculo, finalmente se utilizaron el programa MarvinSketch y el
servidor de libre acceso Molinspiration.

Ademas, se determinaron y analizaron otras propiedades moleculares de los
compuestos disefiados, los cuales fueron basados en las reglas de Lipinski, las cuales
consisten en que los compuestos tendrdn una mayor probabilidad de ser permeable en las
membranas y absorbido facilmente por el cuerpo si cumplen con los siguientes criterios:

Coeficiente de particién (LogP) < 5.

Peso molecular < 500 uma.

No mas de 5 donadores de enlaces Hidrégenos.

No mads de 10 aceptores de enlaces de Hidrdogenos.

Lol o ol o

En la Tabla 3 se pueden apreciar los valores tedricos de LogP y los valores
correspondientes a los criterios basados en las reglas de Lipinski de los compuestos
disefiados 103a-i.

Tabla 3. Valores tedricos de LogP y otros descriptores.

T 294.74 0.04 1 5
J 103a

N OH 294.74 0.38 1 5

OH
4"\(',, 103 294.74 0.55 1 5




,0
N NW 298.74

,0
N O 298.74

4{’“ 103f 298.74

<{‘” 103g 282.68

/_)'N 103h 282.68

-0.21

0.13

0.29

-1.39

-1.06

-0.89

De acuerdo con los valores tedricos obtenidos de LogP de los compuestos 103a-i, se
puede apreciar que los compuestos 103a, 103b, 103c, 103e y 103f presentarian una mejor
lipoficilidad con referencia al de Baclofen (LogP= -1.33). Y en cuanto a los criterios de
Lipinski, todos los compuestos cumplen con las reglas previamente mencionadas, tanto en




el nimero sugerido grupos de donadores y aceptores de hidrégeno, y en el peso molecular
estos son menores a 500 uma.

7.2 Andlisis de la diana terapéutica.

Una vez conocidas las dianas terapéuticas a analizar, se procedio a realizar el analisis
de las diferentes estructuras cristalinas de nuestro blanco biolégico (Receptor GABAg) y los
ligandos de interés (Baclofen y el antagonista SCH 50911).

Los codigos PDB de los cristales que se analizaron son los siguientes: 7C7Q
(Estructura crio-em del receptor GABAs humano unido a baclofeno/BHFF en estado activo,
Figura 16A), 4MS4 (Estructura cristalina del dominio extracelular del receptor GABAs
humano unido al agonista Baclofen, Figura 16B) y 4MR9 (Estructura cristalina del dominio
extracelular del receptor GABAg humano unido al antagonista SCH50911, Figura 16C), a los
cuales se les determind la cavidad mediante el uso del servidor Protein plus y ademas de las
diferentes propiedades fisicoquimicas.

A)




Figura 16. A) Estructura crio-em del receptor GABAz humano unido a Baclofen/BHFF en estado
activo. B) Estructura cristalina del dominio extracelular del receptor GABAs humano unido al
agonista Baclofen. C) Estructura cristalina del dominio extracelular del receptor GABAs humano
unido al antagonista SCH50911.

Posteriormente se llevo a cabo la generacidn de las cavidades en el servidor protein
plus de los siguientes cristales: 4MS3, 4MS4, 4AMR8, 4MR9, 4AMRM y 7C7Q y los esquemas
2D de las interacciones con los residuos de aminodacidos del receptor GABAG.

En primer lugar, se generaron las cavidades de los cristales 4MS3 (agonista
endogeno, Figura 17a), 4MS4 y 7C7Q, estas fueron generadas en el sitio de unidn de sus
respectivos ligandos, ademads se pueden apreciar las diferentes formas y tamafios que
tienen, esto es debido al tamano del ligando.

En cuanto al andlisis de las interacciones de los ligandos (GABA y Baclofen), en el
grupo amino se aprecian las interacciones con los aminoacidos: His, Trp y Glu; para el grupo
carbonilo: Tyr, Ser130 y Ser153; para la cadena de GABA y el p-clorofenilo en Baclofen: Trp,
Tyry Trp.
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Figura 17. Cavidades generadas de los cristales 4MS3, 4MS4 y 7C7Q.

Después se generaron las cavidades de los cristales: 4MR8, 4MR9 y 4MRM
correspondientes a los antagonistas: CGP 35348, SCH 50911 y Faclofen respectivamente,
Figura 18. El andlisis de estas cavidades sirvio de comparativa entre los antagonistas
analizados, ya que estos varian en cuanto a tamafio, ademas de resaltar las interacciones
de los aminodcidos caracteristicos que puedan poseer los antagonistas en comparacién con
los agonistas del receptor GABA.

Adicionalmente, se obtuvo el esquema 2D de las interacciones con los residuos de
aminodcidos que poseen estos antagonistas son: His, Glu, Ser130, Ser153y Trp.




His170A
b) ~
NH
=N,
Glu349A \‘., / N\
Ser153A
/
g% ™R
Ser130A
d) Ser130A
. R
His170A —0
R
NG \.'N/
— H
Gluza9a . om0
“ S ”‘_H,o\
Pt Ser153A

Trp65A

f) Ser130A

His170A /

NH 0
N R—l\( o) // Ser153A
Glu34oA W oo P/\/\
h i i H R
| N d
X i A
Ll i ;L
0"g 0.‘\ \ ! i,/, -
- \ =3
.. H 0. .0
.H‘rx'ﬁ ¥ o}
H™ \/\/ \r \/
|/0

Trp65A

Figura 18. Cavidades generadas de los cristales 4MR9, 4AMRM y 4MR8 y sus respectivos esquemas

La informacién obtenida de las seis cavidades se muestra en la Tabla 4, en donde se
puede apreciar las variaciones que hay entre ellas, como es el caso de los cristales 4MS4 y




7C7Q, dado que ambos cristales poseen el mismo el ligando. Entre las variaciones que se
pueden destacar son: volumen, profundidad, superficie e hidrofobicidad, en especifico para
los cristales 4MS4 y 7C7Q.

Tabla 4. Calculos correspondientes a los cristales 4MS3, 4MS4, 7C7Q, 4MR9, 4MRM y 4MRS.

Codi ) D Volumen Profundidad Superficie
aciga Método rug i i i Hidrofobicidad
PDB Score A3 A A2
Difraccién
4MmS3 0.85 775.62 23.29 880.22 0.36
de rayos X
Difraccién
4MS4 0.8 997.03 22.93 1051.28 0.30
de rayos X
Microscopia
de
7C7Q electrones 0.81 1111.71 24.45 994.27 0.20
Difraccién
4MR9 0.84 932.63 23.71 1111.13 0.50
de rayos X
Difraccién
4MRM 0.84 870.6 22.93 1018.42 0.42
de rayos X
Difraccién
4MRS8 0.84 895.62 23.12 985.86 0.46
de rayos X

Como parte del andlisis realizado en cada uno de los cristales, se procedid a la
generacion de las siguientes superficies mediante el uso del programa Discovery studio
visualizer®” para la determinacidon y andlisis de las interacciones se empled el servidor
protein-ligand interaction profiler (PLIP):

Superficies Hidrofébicas.
Superficies de enlace de Hidrégeno.
Superficies Electroestaticas.
Superficies Aromaticas.

-+

Este analisis fue de gran importancia para el conocimiento de las caracteristicas de
cada uno de los residuos de aminoacidos que interactdan con los ligandos: GABA, Baclofen,
SCH 50911, Faclofen y CGP 35348 a continuacién, se iran desglosando cada una de ellas.




7.2.1 Superficies Hidrofébicas

El andlisis de las interacciones hidrofdbicas se realizd en las seis cavidades
anteriormente generadas, siendo de gran importancia dado que son la principal fuerza
impulsora de las interacciones farmaco-receptor.?® En las superficies de las cavidades
correspondientes, la parte mas hidrofébicas o menos polares es representada de color cafe
y la menos hidrofébicas o mas polares en color azul, Figura 19.

Para el analisis de los cristales 4MS3, 4MS4 y 7C7Q, se pueden apreciar las areas
hidrofdbicas de las superficies de las cavidades de cada cristal, ademas de los residuos de
aminodcidos y sus respectivas distancias, con los cuales pueden formar interacciones
hidrofébicas son los siguientes: Trp 65 (3.77 A) y Trp 278 (3.71y 3.98 A) para el cristal 4MS3
(Figura 19a); Trp 65 (3.74 A), Trp 65 (3.72 A), Tyr 250 (3.86 A), Tyr 250 (3.50 A), lle 276 (3.99
A)y Trp 278 (2.79 A) para el cristal 4MS4 (Figura 19b). En cuanto al cristal 7C7Q (Figura 19c),
las interacciones de este tipo que se destacan son con los siguientes aminoacidos: Trp 182
(3.50 A) y Trp 395 (3.83 A).

Y finalmente para el analisis de las superficies de las cavidades de los antagonista
SCH 50911, Faclofen y CGP 3538 las interacciones hidrofdbicas destacables son: Trp 65 (3.74
A) y Trp 278 (3.99 A) para el cristal 4AMR9 (Figura 19d); Trp 65 (3.97 A) para el cristal AMRM
(Figura 19e) y para el cristal 4AMR8: Val 201 (3.83 A), Figura 19f.
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Figura 19. Superficies hidrofébicas de los cristales 4MS3, 4MS4, 7C7Q, 4MR9, 4AMRM y 4MR8.

7.2.2 Superficies de Enlace de Hidrégeno.

Los enlaces de hidrégeno son las interacciones intermoleculares direccionales
predominantes en los complejos bioldgicos y en la contribucién predominante a la
especificidad del reconocimiento molecular.®®

Para las interacciones de enlaces de hidrégenos, las cuales pueden ser de tipo
aceptores de Hidrégenos (HBA) indicado de color verde o donadores de Hidrégenos (HBD)
indicado de color rosa como se puede apreciar en la Figura 20.

En el analisis de los cristales 4MS3, 4MS4 y 7C7Q las interacciones que presentan de
enlace de hidrogeno son las siguientes en el grupo amino: His 170, Glu 349, siendo de tipo
HBD y para el grupo carboxilato: Ser 130, Ser 153, Tyr 250 de tipo HBD.

Y en los cristales 4MR9, 4AMRM y 4MR8 las interacciones de enlace de hidrégeno son
las siguientes: Ser 130, Ser 153, Ser 153 para el grupo carboxilato, siendo de tipo HBD y Glu
349 en el grupo amino de tipo HBD.

b)

a)
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Figura 20. Superficies de tipo enlace de hidrogeno de los cristales 4MS3, 4MS4, 7C7Q, 4MR9,
4AMRM y 4MRS.

7.2.3 Superficies Electrostaticas

Las interacciones electrostaticas o puente salino son de las mas frecuentes entre el
receptor-ligando, las cuales consisten en la interaccidén entre dos iones una carga positiva y
una negativa respectivamente, donde las areas de color rojo nos indican las zonas ricas en
electrones o cargas negativas formales y en cuanto a las areas de color azul, estas nos
indican las zonas deficientes en electrones o cargas positivas formales.

A continuacién, se muestran las superficies electrostaticas de las seis cavidades
correspondientes a las estructuras cristalinas analizadas. Aunque ninguno de los seis
cristales muestren interacciones de este tipo, si es importante su analisis, Figura 21.
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Figura 21. Superficies electrostaticas de los cristales 4MS3, 4MS4, 7C7Q, 4MR9, 4AMRM y 4MR9.




7.2.4 Superficies Aromaticas.

Las interacciones que involucran anillos aromaticos son importantes contribuyentes
al reconocimiento de proteina-ligando y concomitantemente al disefio de firmacos.%® Estas
interacciones son de gran importancia en nuestro disefio in silico, ya que nuestros
compuestos poseen dos anillos aromaticos, a continuacion, se muestra el analisis del sitio
de unidn de los ligandos de referencias en los tres cristales empleados.

Los colores que representan a las areas aromaticas de las superficies en el sitio de
unién de los ligandos son el azul, indica una interaccién de tipo n-stacking y el color naranja
es una interaccién de n-m, Figura 22.
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Figura 22. Superficies aromaticas de los cristales 4MS3, 4MS4, 7C7Q, 4MR9, 4AMRM y 4MRS.

7.3 Validacion del Docking molecular.

Para la validacidon de nuestro modelo de Docking molecular, este se llevd a cabo de
dos tipos: energética y estructural, para el caso de la validacidon energética, se emplearon
los valores de concentracidén inhibitoria media (ICsp) de los ligandos anteriormente
mencionados, ademads de agregar los antagonistas CGP 35348, CGP 46381 y Faclofen como
antagonistas de referencia.

Una vez determinado los ligandos de referencia, se procedié a realizar el docking
molecular de todos los ligandos con los respectivos cristales, empleando Autodock Vina
como software y Chimera como visualizador.

Las energias de interaccién de Baclofen, SCH 50911 y de los antagonistas de
referencia con los cristales 4MS4, 7C7Q y 4MR9 se aprecian en la Tabla 5. Las energias
interaccion que se obtuvieron muestran que no hay una gran diferencia entre ellas
dependiendo el cristal utilizado para el docking molecular, dando una gran confianza a
emplear esos cristales, ya que pueden considerarse como diferentes conformaciones de la
estructura cristalina del receptor GABAs.

Tabla 5. Docking molecular de los compuestos de referencia con los cristales 4MS4, 7C7Q y 4MR9.

4MS4 7C7Q 4MR9
Compuesto 1Cso LoglCso LogP Log$ (Kcal/mol) (Kcal/mol) (Kcal/mol)
Baclofen 52 1.716 -1.33  -1.70 -8.4 -7.7 -5.86
SCH50911 1000 3.000 -3.25  -0.17 -5.9 -6.6 -6.16
CGP 35348 27000 4.431 -1.26 1.26 -5.5 -5.56 -5.1




CGP 46381 5000 3.699 -1.12  -0.68 -6.4 -6.2 -5.3
Faclofeno 229 2.360 -3.49 -0.23 -8.3 -7.7 -5.8

La validacién estructural consistié en la replicacién de la estructura del ligando co-
cristalizado con sus respectivos cristales, se realizé empleando las estructuras cristalinas del
receptor GABAg de los cristales: 4MS4, 7C7Q y 4MR9, esto fue realizado mediante el docking
molecular, donde las estructuras de color cian corresponden al ligando activo y las
estructuras de color amarillo son las obtenidas del docking molecular empleando al ligando
de minima energia, Figura 23.

Se observé que, al realizar el docking molecular con el cristal 4MS4 el ligando activo
no lograba reproducir la conformacién del ligando co-cristalizado, como se puede observar,
el grupo amino del resultado experimental este se encuentra hacia abajo. Para la
comparacion del cristal 7C7Q, se muestra a continuacion, se aprecia el empalme de
Baclofen activo y el obtenido en el docking molecular, donde se observa que no hay mucha
diferencia entre la estructura activa y la de minima energia, ya que se mantiene la misma
conformacion de los grupos amino y carboxilato con respecto a la conformacién del ligando
activo (Estructura de color amarillo).

Lo mismo sucedid para el antagonista SCH 50911, la estructura activa (cian) y la
estructura de minima energia (Estructura de color cian) mantienen una similitud
estructural.

Figura 23. Comparacion estructural de los ligandos activos (color amarillo) y los de minima energia
(color cian).




7.4 Docking Molecular

Los calculos del docking molecular se realizaron en Autodock Vina como programa
y Chimera como visualizador, Esquema 18.
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Esquema 18. Representacién grafica del docking molecular.

7.4.1 Preparacion de las moléculas 103a-i.

Las moléculas 103a-i fueron construidas en Avogadro, para su optimizacion, estas
fueron analizadas a un pH =7.4 y ademas se realizé un andlisis conformacional dentro de la
teoria del nivel de mecdnica molecular empleando el campo de fuerza MMFF (Merck
Molecular Force Field) obteniendo los conformeros de minima energia de los compuestos
103a-i, GABA, Baclofen y SCH 50911; finalmente se agregaron cargas parciales tanto para
los compuestos 103a-i y las estructuras cristalinas (PDB: 4MS4, 4AMR9 y 7C7Q), el método
de cargas empleado fue el de Gasteiger.

Para todos los cdlculos del docking molecular se emplearon los ligandos co-
cristalizados de GABA, Baclofen y SCH 50911, ademads de emplear los conformeros de
minima energia de los compuestos 103a-i.

La informacién correspondiente al docking molecular de la estructura cristalina del
receptor GABAg unido a Baclofen (PDB: 4MS4) se muestra en los Anexos.

Posteriormente se prosiguid a realizar el docking molecular de los compuestos 103a-
i con la estructura cristalina del receptor GABAg unido Baclofen (PDB: 7C7Q). En el Esquema
19 se aprecian los resultados del docking y eficiencia del ligando (LE).
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Esquema 19. Energias de interaccidn de los compuestos 103a-i, la desviacion estdndar es de:
0.05-0.1.

Los compuestos 103a, 103b y 103c mostraron mejores energias de interaccidn en
comparacion a las mostradas por los compuestos de referencia: GABA, Baclofen y SCH
50911.

En la Figura 24 se muestran las conformaciones que adoptaron GABA, SCH 50911 y
los compuestos 103a-i (color gris) de acuerdo con la forma y tamafio de la cavidad
correspondiente al cristal 7C7Q y como comparativa se muestra la conformacién de
Baclofen activo (color cian). Cabe resaltar que en todos los casos se muestra la
conformacion de menor energia de interaccién, siendo las mejores poses en referencia a
Baclofen, ademas de que ninguna pose de los compuestos 103a-i mantiene una similitud
total con la conformacion de Baclofen activo, también se pueden apreciar las estructuras
3D de las interacciones de los compuestos 103a-i con los residuos de aminodcidos del
receptor GABAg.
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Figura 24. Conformaciones de menor energia de los compuestos 103a-i, Baclofen e interacciones.

Posteriormente se realizo una comparacion de los residuos de aminodcido que tiene
Baclofen, SCH 50911 y los compuestos 103a-i, con fin de analizar y determinar si las
interacciones que se aprecian son favorables para la posible actividad de nuestros
compuestos hacia los receptores GABAg, Tabla 6. Ademas se determino que la inclusién del
grupo amino al anillo 1,2,4-oxadiazol favorece al aumentar el nimero de interaciones tanto
de tipo lipofilicas, aromaticas y ionicas.

Tabla 6. Comparacién de residuos entre Baclofen, GABA, SCH 509 y los compuestos 103a-i.
Interaciones con el Receptor GABAg
Compuesto Amino Carboxilato Aromatico

Trp395, His287, Trp396, 11e393,




Baclofen

GABA

SCH 50911

103a

103b

103c

103d

103e

103f

103g

103h

103i

Trp395

Gly268, Glu466,
Trp182, His287

Ser270

Ser270, His293,
Ala290, lle393,

Trp395, His293,
Ser270, Ala290,
[le393, Leu365

Trp395, Ala290,
His293, Leu365,
1le393, Ser270

Trp395, Ala290,
His293, Leu365,
lle393, Ser270

Trp395, Ala290,
His293, Leu365,
1le393, Ser270

Ser270, His293,
[le393, Ala290

Ala290, 11393,
His293, Trp395

Ala290, Ile393,
His293, Trp395

Ala290, lle393,
His293, Trp395

Ser270, Ser247

Ser247

Ser270, Ser247,
Gly268

Ser247, Tyr367

Ser247, Tyr367

Ser270, Gly268

Ser270, Gly268

Ser270, Gly268

Ser270, Gly268

Ser270, Gly268

Ser270, Gly268

Ser270, Gly268

Phe366, Trpl182,
Tyr367

Tyr396, Trp182,
Trp395, Phe319,
Tyr367, lle393

Trp182, Tyr396

Try367, lle393,
Trp182, Tyr396

Try367, l1e393,
Trpl82, Tyr396

Try367, lle393,
Trpl182, Tyr396

Tyr367, Trpl82,
Tyr396, Trp395,
Ile393

Try367, Trpl82

Try367, Trp182

Try367, Trp182

Los compuestos 103c-i son los Unicos que mantienen interaccidén con los mismos
residuos aminodcidos con respecto al antagonista SCH 50911, en el grupo carboxilato son:
Ser270 y Gly268. Para las interaccion del grupo amino, los compuestos 103a-f son los que
matienen la unica interaccion con el residuo de Ser270, ademas de tener interacciones con
los residuos His293, Ala290, 11e293, Leu365 y Trp395.




Los calculos del docking molecular de los compuestos 103a-i con la estructura
cristalina del dominio extracelular del receptor GABAg humano unido al antagonista
SCH50911 (PDB: 4MR9) se muestran a continuacidn y sus respectivos valores de eficiencia
del ligando, destacando que los compuestos 103a, 103b, 103f, 103g y 103h mostraron
valores de energia de interaccidén mas negativos con respectos a las demas moléculas.
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Esquema 20. Valores de energia de interacciones y sus respectivos valores de eficiencia de ligando
de los compuestos 103a-i.

Las conformaciones de menor energia de interaccién de los 103a-i, teniendo como
comparativa la conformacion activa del antagonista SCH 50911, ademdas de mostrar las




estructuras en 3D de las interacciones que los compuestos tienen con los residuos de
aminodcidos del receptor GABAs.










Val 201 / Ser 130

Figura 25. Representacion de las conformaciones de menor energia (poses) de los compuestos
103a-i y de comparativa la estructura del antagonista SCH 50911 activo, ademas de las
interacciones.

En la comparativa de las conformaciones o poses de SCH 50911 con los compuestos
103a-i, se aprecia que estos adoptan una conformacion similar en el aspecto de que el
sustituyente aromatico (Cl-Fenilo, Cl-Tiofeno y Cl-Furano) estda acomodado de la misma
manera, en la comparacion con las conformaciones obtenidas en las otras estructuras
cristalinas.




Tabla 7. Interacciones de los compuestos 103a-i con el receptor GABAg correspondiente al cristal
4MR9.

Compuesto

Baclofen

GABA

SCH 50911

103a

103b

103c

103d

103e

103f

103g

103h

103i

Interaciones con el Receptor GABAg

Amino

Gly151, Glu349,
Trp65

Ser130, Ser153,
Cys129

His170, Glu349

His170, Cys129,
Ser153

Tyr250, Val201,
Trp278, Alal73,
Phe202

Ser153, Alal73,
Phe202, lle276,
Trp278

Trp278, Tyr250,
Val201, Phe202

Trp278, Tyr250,
Val201, Phe202

Val201

Trp278, Tyr250,
Val201, Phe202,
Alal73

Trp278, Tyr250,
Val201, lle276
Phe202, Alal73

Trp278, Tyr250,
Val201, Phe202

Carboxilato

Ser153, Ser130,
Ser152, Cys129

His170, Gly151,
Glu349, Trp65

Ser153, Ser130

Ser153

Ser153, Ser130

Trp65

Ser153, Ser130

Ser153, Ser130

Ser153, Ser130

Ser153, Ser130

Ser153, Ser130,
Ser152, Cys129

Ser153, Ser130,
Cys129

Tyr250, Trp278,
Trp65

Trp278

Trp278

Trp278

Trp278

Trp278, Trp65

Trp278

Trp278

Trp278

En la comparativa realizada en la Tabla 7, se aprecia que 103b y 103d-i tienen las
mismas interraciones con Ser153 y Ser130 de tipo HBD, en el grupo carboxilato con respecto
a SCH 50911. En el grupo amino solo se mantienen en comun la interaccion con His170 en
el compuesto 103a, el resto de los compuestos adoptaron una conformacion diferente en




esa parte de la estructura; los residuos de aminoacidos que destacan en el anillo de 1,2,4-
oxadiazol son: Trp278, Tyr250, Val201, Alal73 y Phe202, siendo de tipo aromaticas (m-m),
hidrofdbicas y electrostaticas.

7.5 Modos Normales

Durante este proceso, el procedimiento de acoplamiento permite modificar
facilmente la conformacion del sistema de acoplamiento (receptor y ligando). Dado que las
variables de receptor y ligando aumentan junto con el nUmero de atomos, y es necesario
considerar varios factores adicionales.®®

Para los calculos de docking molecular semiflexible, este consistié en la
determinacién de los modos normales de baja frecuencia de las estructuras cristalinas
mediante el uso del servidor elNemo, siendo la interfaz web del Elastic Network Model
(ENM), teniendo en cuenta que, a la aproximacion RTB este servidor puede realizar cdlculos
para sistemas de todos los atomos, con el fin de analizar estos modos en diferentes niveles
de detalle, es decir, comparar la colectividad de los modos.

Para la obtencién de los modos normales de nuestras estructuras cristalinas, el
procedimiento consisti6 en subir el archivo PDB de cada estructura cristalina
correspondiente al servidor, y la generacién de los modos normales, posteriormente solo
son seleccionados los primeros 3 modos normales de cada estructura cristalina, de las
cuales en Chimera se escogieron 3 conformaciones (inicial, intermedia y final) de cada cristal
para efectuar el docking molecular en Autodock Vina, Esquema 21.
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Esquema 21. Representacion grafica del docking molecular semiflexible.

A continuacidn, se muestran los modos normales de cada estructura cristalina (PDB:
4MS4, 7C7Q y 4MR9) y sus respectivas conformaciones, ya que fueron seleccionadas una
conformacidn inicial, intermediay final, con el fin de analizar a detalle los diferentes niveles,

Figura 26.




Figura 26. Modos normales: A) Modo normal y conformaciones del cristal 4MS4. B) Modo normal y
conformaciones del cristal 7C7Q. C) Modo normal y conformaciones del cristal 4MR9.

En las siguientes animaciones 3D correspondientes a cada modo normal empleado,
se muestran los movimientos que cada estructura cristalina tiene conforme a las vistas de
tres diferentes puntos ortoldgicos con MolScript, o cada vector que representa un cierto
movimiento de la proteina de modo que cualquier cambio conformacional se puede




expresar como una combinacién lineal de los modos normales, aunque estos movimientos
no son visibles en este documento.

Figura 27. Movimientos de los tres modos normales empleados del cristal 7C7Q.




Figura 28. Movimientos de los tres modos normales empleados del cristal 4MR9.

Los calculos obtenidos de las tres conformaciones de cada modo normal se
muestran en la Tabla 8, observandose pequenas diferencias en los resultados de acuerdo
con el cambio conformacional o la conformacién analizada de la estructura cristalina, esto
nos indica que de acuerdo con los resultados obtenidos previamente en docking molecular
rigido y los obtenidos en el docking molecular semiflexible no hay tanta variacién en el




movimiento de los residuos de aminoacidos. Para este analisis se emplearon solo las
estructuras cristalinas del receptor GABAg unido a Baclofen (PDB: 7C7Q) y al antagonista

SCH 50911 (PDB: 4MR9).

Tabla 8. Docking molecular semiflexible, teniendo una desviacién estandar de entre 0.05 a 0.1.

Compuesto

Baclofen
SCH 50911
103a
103b
103c
103d
103e
103f
103g
103h

103i

-8.3

-6.3

-9.0

-9.0

-8.8

-8.2

-8.4

-8.7

-8.3

Estructura cristalina del receptor GABAs

7C7Q
(Kcal/mol)
-8.4
-5.9
-8.9
-8.9
-8.8
-8.1
-8.4
-7.7
-8.6

-8.3

-5.9

-6.1

-7.3

-6.5

-6.8

-6.8

-6.6

-6.8

-6.9

4MR9
(Kcal/mol)
-5.9
-6.3
-7.4
-7.3
-7.2
-6.7
-6.7
-7.0

-6.9

-6.0

-6.2

-7.3

-7.4

-7.1

-6.8

6.7

-6.8

-7.0

A continuacidn, se muestran las interacciones y la conformacién de los compuestos
103a-c, siendo los que presentaron una menor energia de interaccidon en el docking
molecular anteriormente realizado; donde se aprecian el movimiento del ligando y de los
residuos del receptor GABAg, esto se puede observar mas a detalle en las distancias de cada

interaccion.

En el compuesto 103a las modificaciones que se logran apreciar en la comparativa
de la pose del docking rigido con las tres conformaciones del primer modo normal, siendo
una de ella la interaccién con 1le393 con el p-clorofenilo, ademds de la variacién en el
acomodo de Val318 y la interaccion de Tyr367 con el oxigeno del carbonilo que no se
aprecian en las ultimas dos conformaciones.




Figura 29. A) pose del docking rigido. B) Pose de la primera conformacién del modo normal. C)
Interacciones de la segunda pose del modo normal. D) Interacciones de la tercera conformacion.

En el andlisis del compuesto 103b, en el anillo p-clorofenilo se aprecia el cambio de
la interaccion de Trp395 con el anillo del 1,2,4-oxadiazol, ademas de tener una interaccién
de mds con Tyr367 y en el grupo carbonilo la perdida de la interaccién con Tyr367 como se
observan en las poses de las conformaciones de los modos normales.




Figura 30. A) Pose del docking rigido. B) Pose de la primera conformacién del modo normal. C)
Interacciones de la segunda pose del modo normal. D) Interacciones de la tercera conformacion.

Para el compuesto 103c, en el anillo 1,2,4-oxadiazol se observa la perdida de la
interaccion con Phe319 para las poses correspondientes a las tres conformaciones del modo
normal del receptor GABAG, la cual se encuentra a una distancia de 5.26 A, (Figura 31A).




D) ; 3.86 YR TRP

Figura 31. A) Pose del docking rigido. B) Pose de la primera conformacion del modo normal. C)
Interacciones de la segunda pose del modo normal. D) Interacciones de la tercera conformacion.

Las interacciones de los compuestos 103a-c con las tres conformaciones del primer
modo normal correspondiente al cristal 4MR9 se muestran a continuacion.

En el compuesto 1033, en el anillo p-clorofenilo hay interacciones con los residuos
lle310, Met312 y en el caso de la tercera conformacién hay interacciones con Cys103 vy
Cys129; en el grupo carbonilo no se observan las interacciones con Ser130y Ser152, ademas
de tener interaccién con Glu349.
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Figura 32. A) Pose del docking rigido. B) Pose de la primera conformacién del modo normal. C)
Interacciones de la segunda pose del modo normal. D) Interacciones de la tercera conformacion.

En compuesto 103b hay variaciones destacables de las interacciones con los
residuos del receptor GABAg en las conformaciones uno y tres, siendo las siguientes: para
el grupo carbonilo las interacciones con Ser152 y Ser130 no son apreciables y en cambio se
observan la interacciones con Trp278, Glyl51 y Trp65; en el anillo p-clorofenilo de la
conformacidn tres, las interacciones son con: Cys129, Cys103 y Tyr250, finalmente las
interacciones en el anillo 1,2,4-oxadiazol de la conformacién uno, presenta interaccién con
los residuos Cys129 y Trp65.
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Figura 33. A) Pose del docking rigido. B) Pose de la primera conformacién del modo normal. C)
Interacciones de la segunda pose del modo normal. D) Interacciones de la tercera conformacion.

Finalmente, para el andlisis de las interacciones de las conformaciones
correspondientes al primer modo normal del compuesto 103c, las conformaciones uno y
tres (Figuras 34B y 34C) muestra que las interacciones en p-clorofenilo son diferentes a las
otras conformaciones, las cuales son: Glu349, lle310, Met312, His170 y Trp65.

En el anillo 1,2,4-oxadiazol se aprecian variaciones en las interacciones con respecto
a las mostradas en la pose del docking rigido, Val201, Cys129, Ser131, Tyr250 y Trp65.

A)
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Figura 34. A) Pose del docking rigido. B) Pose de la primera conformacién del modo normal. C)
Interacciones de la segunda pose del modo normal. D) Interacciones de la tercera conformacion.

Finalmente se realizd el analisis de prediccion utilizando el servidor en linea
Prediction of Activity Spectra for Substances (PASS online), el cual permite predecir la
actividad biolégica de compuestos por comparacion estructural con mds de 250,000
moléculas activas, con una exactitud igual o superior al 95%. Los resultados arrojados por
la base de datos consisten en una lista de probabilidad de actividades biolégicas organizadas
de mayor a menor, en funcién de la probabilidad de actividad (Pa). Los valores de Pa > 0.7
indican una buena probabilidad (equivalente a mayor del 70%), valores entre 0.5 a 0.7
indican una probabilidad media y por ultimo, valores por debajo de 0.5 indican una
probabilidad baja.”®

Y de acuerdo con los resultados obtenidos de este analisis se aprecia que nuestros
compuestos presentarian actividad o unién hacia el receptor GABAg, de esta manera se
corroborarian los resultados obtenidos del acoplamiento molecular, Tabla 9.

Tabla 9. Prediccidn de la actividad de los compuestos 103a-i de PASS online.

Actividad
Compuesto Agonista del Antagonista del Inhibidor de GABA-AT
receptor GABAg receptor GABAg
GABA 0.556 0.205 0.779
(R)-Baclofen 0.631 0.473
(R)-Faclofen
SCH 50911 0.204 0.113 0.388
103a 0.34 0.057 0.354




103b 0.218 0.316

103c 0.247 0.036 0.294
103d 0.181 0.045 0.297
103e 0.049 0.264
103f 0.054 0.245
103g 0.183 0.327
103h 0.291
103i 0.270

CONCLUSIONES

Se determinaron las propiedades farmacocinéticas de los compuestos 103a-i
mediante el uso diferentes programas y servidores, con respecto a los valores
tedricos de lipofilicidad (LogP), los compuestos 103a, 103b, 103c, 103e y 103f fueron
mejores con respecto a Baclofen y el antagonista SCH 50911.

Se determinaron los residuos de aminoacidos del receptor GABAg importantes,
involucrados en la interaccidn con los compuestos biolégicamente activos.
Destacando los residuos para los agonistas: Ser153, Ser130, Tyr250, His170, Glu349,
Trp278, Trp65 y para los antagonistas: Ser153, Ser152, Ser130, Gly151, Cys129.

Se realizo el acoplamiento molecular empleando las tres estructuras cristalinas del
receptor GABAg (4MS4, 7C7Q y 4MR9), determinado que los compuestos 103a, 10b
y 103c fueron los que presentaron una mejor energia de interaccién en las tres
estructuras cristalinas del receptor GABAg.

Se obtuvieron los tres modos normales mas representativos de los cristales 4MS4,
7C7Q y 4MR9, extrayendo nueve conformaciones representativas (tres de cada
modo normal) de cada cristal.

Con base en los resultados obtenidos de los acoplamientos moleculares de las tres
estructuras cristalinas y a su analisis; los compuestos 103a, 10b y 103c son los
mejores candidatos para sintetizar.




9 PERSPECTIVAS

1. El planteamiento de una ruta de sintesis para los compuestos 103a, 103b y 103c.

o) (o)
H,N =
2 \/\)J\OH _ ’O\‘/\)LOH
N |N
(R)-Baclofen 7/
1 .
Analogos
Ry =C3Hs
C3Hy

2. Realizar los estudios in vitro para determinacién y corroboraciéon de su posible
actividad farmacolégica.

3. En base a los resultados obtenidos de nuestro disefio de in silico, llevar a cabo un
modelo QSAR para la propuesta de nuevos andlogos de (R)-Baclofen como posibles
agonistas del receptor GABAg.
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11 ANEXOS
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Esquema 22. Energias de Interacciones y eficiencia del ligando de los compuestos 103a-i
empleando la estructura cristalina 4MS4.













Figura 35. Comparativa de Baclofen con los compuestos 103a-i y sus interacciones
correspondientes.

Tabla 10. Comparativa de los residuos de aminoacidos del receptor en base a los grupos que
poseen los compuestos de referencia y los compuestos 103a-i.

Interacciones con el receptor GABAg

Compuesto Amino Carboxilato Aromatico

Baclofen His170, Glu349, Serl53, Ser130, Trp278, Trp65
Trp278 Tyr250

His170, Glu349, Serl53, Serl52,

Trp278, Trp65, Ser130, Tyr250
GABA Gly151




SCH 50911

103a

103b

103c

103d

103e

103f

103g

103h

103i

Ser153

His176, Trp278,
1le276, Leu248

Vall73, lle276,
Phe202, Leu248

His176, Trp278,
lle276, Alal73,
Val201

His176, Trp278,

Ile276, Ser153,

Leu248, Alal73,
Val201

His176, Trp278,
1le276, Leu248,
Alal73, Val201

His176, Trp278,
Alal73, lle276

Trp250, Tyr279,
Ile276, Trp65

His176, lle276,
Val201, Alal73

His176, lle276,
Val201, Alal73

Ser130, Ser152,
Gly151, Cys129

Ser153, Ser130,
Tyr250, Gly151

Ser153, Ser130,
Gly151

Ser130, Tyr250,

Ser130, Tyr250

Ser130, Tyr250

Ser150, Ser130,
Gly151, Trp65
Ser150, Ser130

Ser153, Ser130

Ser153, Ser130

Tyr279, Alal72

Trp278, Tyr250,
Ile276

Trp278, Tyr250,
lle276, Tyr279

Tyr250, lle276,
Tyr279

Tyr250, Trp65,
Tyr279, lle276,
Trp278

Tyr250, lle276,
Tyr279, Trp65

Alal73, Val201,
Phe202, 1le276

Trp278, Tyr250,
Trp65, lle276

Trp278, Tyr250,
Ile276




