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Resumen

El receptor GABAg es un heterodimero constituido por dos subunidades (GABAg1y GABAg)
que pertenece a la familia de receptores acoplados a proteinas G (GPCRs, por sus siglas en inglés).
Baclofeno es actualmente el unico agonista aprobado por la FDA que activa a este receptor, y es
utilizado clinicamente para tratar espasticidad muscular y lesiones de la medula espinal.
Desafortunadamente, baclofeno tiene una baja absorcion en el cerebro, lo que provoca multiples
efectos no deseados.

En este trabajo, el perfil de interaccion de los agonistas y antagonistas co-cristalizados con el
receptor GABAg fue determinado. Usando acoplamiento molecular, encontramos las diferencias y
similitudes entre los ligandos (agonistas y antagonistas) en funcién del tipo, la forma, la energia
(score), y los aminoécidos de interaccién. Con esta informacion disefiamos compuestos
potencialmente activos sobre el receptor GABAg, manteniendo el grupo acido carboxilico y el grupo
amino de la estructura de baclofeno y reemplazando el grupo p-clorofenilo por un anillo heterociclico
de isoxazol para optimizar la interaccidn con el receptor mediante interacciones de enlaces de
hidrégeno. Ademas, se utilizaron diferentes sustituyentes sobre este anillo para optimizar la interaccion
en funcion de su lipofilia y efecto estérico utilizando la naturaleza hidrofébica del sitio de unién. Como
segundo disefio, se realizd el reemplazo isostérico del acido carboxilico por un anillo de tetrazol, con
el objetivo de mejorar la lipofilia de los compuestos. Finalmente, se conservo el anillo de tetrazol y el
tamario de los candidatos se redujo, ademas de esto, se evaluaron diferentes grupos electroatractores.
Nuestros resultaros mostraron que al menos 16 de nuestros candidatos tienen una mayor lipofilia y
energia de interaccion con respectos a los agonistas reportados en la literatura.



1. INTRODUCCION
1.1 Neurotransmision
El funcionamiento normal del sistema nervioso central (SNC) procede a través del control y
comunicacion que reciben y envian células cerebrales, denominadas neuronas. A este mecanismo de
comunicacion se le conoce como sinapsis, lo cual significa que la informacidn es transmitida de una
neurona a otra por un mensajero quimico llamado neurotransmisor. Estos interaccionan con
receptores especificos, cambiando su actividad. El neurotransmisor es almacenado en pequefias
vesiculas en la neurona presinaptica donde por la llegada de un potencial de accion, es liberado al
espacio sinaptico, uniéndose a la neurona postsinaptica llevara a cabo su accion fisiologica (excitarla
o inhibirla) al interaccionar con receptores especificos de la membrana (Figura 1).1

Neurona presindptica

L-Glutamina

® =GABA

L-Glutamato

\

a-Cetoglutarato

N
° PMP PLP

l@?e;ﬂ Citode
PLP PMP Krehz

GABAs  GABAs GABAc

Célula glial

Neurona postsindptica

Figura 1. Neurotransmision GABAergica.

1.2 Neurotransmisores
Un neurotransmisor se define como un mensajero quimico que transporta, aumenta y equilibra

las sefales entre las neuronas o las células nerviosas y otras células del cuerpo. A pesar de la gran
variedad de sinapsis en el cerebro en general, solo se trasmiten dos tipos de mensajes: excitadores e
inhibidores; los primeros producen la despolarizacién (L-glutamico, neurotransmisor excitatorio mas
importante del SNC), mientras que los segundos producen la hiperpolarizacion (acido Y-aminobutirico,
neurotransmisor inhibitorio mas importante).2 El adecuado funcionamiento del SNC requiere un
equilibrio adecuado entre la excitacion y la inhibicion de los impulsos sinapticos.3



1.3 Acido Y-aminobutirico (GABA)
CTTTTTTT Ty : El acido Y-aminobutirico mejor conocido como GABA 1, es el principal
HzN\/\)LOH neurotransmisor de naturaleza inhibitoria presente en el SNC de mamiferos.
L i Es un aminoacido neutro de bajo peso molecular (PM=103 g/mol), tiene una
alta hidrofilicidad (logP=-3.17) y una alta solubilidad acuosa (1.3 g/mL). Su funcién principal es regular
la liberacion de neurotransmisores y la actividad excitatoria en el SNC, mediante la activacion de los
receptores especificos de GABA: receptores ionotropicos (denominados GABAa y GABAc) y
metabotropicos (denominados GABAg).4 Se estima que aproximadamente el 40% de la actividad
sinaptica inhibitoria esta en funcién de este aminoacido, razén por la cual juega un papel importante

para las funciones sensitivas, cognitivas y motoras del cerebro.>

1.4 Biosintesis y degradacion del GABA.
GABA 1 es biosintetizado en el cerebro por la descarboxilacion del neurotransmisor excitatorio

mas abundante, el acido L-glutdmico por la accién especifica de la enzima glutamato descarboxilasa
(GAD), enzima que requiere la presencia del cofactor piridoxal-5'-fosfato (PLP) (Paso 1, Esquema 1).
Posteriormente, GABA es liberado al espacio sinaptico y transportado a las células gliales donde es
catabolizado a semialdehido succinico (SSA) por la enzima GABA-aminotransferasa (GABA-AT),
enzima que requiere igualmente de la coenzima PLP. La degradacion de GABA convierte
simultaneamente al PLP en piridoxamina-5'-fosfato (PMP) (paso 2).

Neuronas GABAérgicas

..................................................................
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Esquema 1. Biosintesis y degradacion del GABA.



El semialdehido succinico (SSA) se oxida posteriormente a acido succinico mediante la accion
de la enzima semialdehido succinico deshidrogenasa (SSDH) (paso 3). Por tltimo, el acido succinico
entra al ciclo de Krebs y se vuelve a transformar a a-cetoglutarato, el cual posteriormente, se convierte
a acido L-glutamico, mediante la regeneracion del PMP a PLP (Esquema 1).4

1.5 Receptores especificos de GABA.
Una vez liberado GABA al espacio sinaptico, llevara a cabo su funcién fisiolégica mediante la

activacion de los receptores: GABAa, GABAs 0 GABAc, los cuales ejercen efectos inhibitorios en el
SNC. Estos receptores se encuentran localizados en las neuronas pre- y postsinapticas. Los
receptores ionotropicos, GABAa y GABAc; regulan la respuesta rapida mediante la apertura de canales
ibnicos, estos permiten la entrada de iones Cl-activados por ligando (hiperpolarizacion), mientras que
los receptores metabotropicos, GABAg (acoplados a proteina G) regulan la transmision sinaptica lenta
y prolongada a través de sistemas de segundos mensajeros que activan a canales de Ca?'y K*
(despolarizacion) (Figura 2).2

a) Canales ionicos activados por ligando. b) Receptores acoplados a proteina G.
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Figura 2. Representacion esquematica de los receptores a) ionotropicos y b) metabotropicos.®

1.6 Receptores GABAa
Los receptores GABAA se localizan generalmente en la membrana postsinaptica,

estructuralmente son una glucoproteina heteropentamérica constituida por la combinacién de
subunidades polipeptidicas multiples. Se han descrito siete clases de subunidades polipeptidicas (a,
B, v, 0, ¢ 0y p)ymlltiples isoformas para cada clase de receptor. Este receptor forma un canal iénico
selectivo para el i6n cloruro (activado por ligando). La activacién del receptor tras la union ortostérica
de su ligando fisiolégico (GABA), aumenta la permeabilidad de los aniones CI-, dando lugar a una

4



hiperpolarizacion de la célula receptora, haciendo que el potencial de membrana sea mas negativo,
esto determina un potencial postsinaptico inhibitorio. Estos receptores GABAa, pueden ser modulados
alostéricamente por farmacos como las benzodiazepinas, barbitdricos, alcoholes y neuroesteroides .6

1.7 Receptor GABAc
El receptor GABAc es también un canal de iones cloruro; sin embargo, no es sensible a los

ligandos especificos de los receptores GABAa y GABAsg. Por ejemplo, este receptor no muestra
afinidad a la bicuculina (antagonista GABAa) ni al baclofeno (agonista GABAg). Tampoco presenta
afinidad por las benzodiazepinas, barbituricos, alcoholes y neuroesteroides, como ocurre con el
receptor GABAa. Los receptores GABAc, son activados selectivamente por el acido (+)-cis-2-
aminometilciclopropan carboxilico [(+)-CAMP] y bloqueados por el &cido (1,2,5,6-tetrahidropiridin-4-il)
metil fosfinico (TPMPA) y la picrotoxina.” (Figura 3, representacion de la estructura de los receptores
GABAa y GABAc).

a) Receptor GABAa. b) Receptor GABA..

Picrotoxina

Pricrotoxina

GABA

Barbitiricos

Benzodiazepina
€l = c1-

Figura 3. Estructura de los receptores GABAay GABAc.

1.8 Receptores GABAB.
Los receptores GABAg, pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteina G. A la

fecha se han identificado dos subunidades de este receptor: GABAg1 y GABAg2. La subunidad GABAg1
contiene el sitio de unién a GABA, mientras que la subunidad GABAB, ubicada dentro de la superficie
celular, es la que se encuentra unida a la proteina G.8 Cuando estos receptores son activados por
GABA, activan canales i6nicos de Ca%*y K* e inhiben la funcion de la adenilil ciclasa a través de la
activacion de la proteina G.8 Por otro lado, su modulacién también se ha relacionado con la liberacién



de algunos neurotransmisores tales como, glutamato, dopamina, adrenalina y serotonina.
Actualmente, se conoce a baclofeno como el unico ligando agonista del receptor GABAg.

2. ANTECEDENTES

2.1 Representacion y organizacion molecular del receptor GABAs
Los receptores GABAg son acoplados a proteina G, y se diferencian de otros receptores

acoplados a proteina ya que son heterodimeros que estan obligatoriamente constituidos por dos
subunidades GABAg: (tiene dos isoformas GABAgia y GABAsgi, se diferencian por incluir
adicionalmente dos dominios de sushi (dominio de interaccion proteina-proteina) en GABAg1a) Yy
GABAg2,. Ambas subunidades estan compuestas estructuralmente de manera similar que forman un
dominio extracelular (“fuera de la célula”) VFT, por sus siglas en inglés, Venus FlyTrap, seguido de un
dominio heptahelicoidal transmembrana (7TM) y un dominio C-terminal localizado intracelularmente
(“dentro de la célula”) que contiene una estructura en espiral (dominio de interaccion proteina-proteina)
(Figura 4).9
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Figura 4. Representacion molecular de la estructura del receptor GABAs a) forma apo y b) unido a baclofeno (agonista).



La heterodimerizacion de GABAg1 y GABAg2 involucra los dominios de bobina enrrollada en
espiral y estéricamente inactiva la sefial de retencion del RE (reticulo endoplasmatico) sefial de
retencion/recuperacion en GABAg1, permitiendo la salida de RE vy el transito del complejo receptor a
la superficie celular. A pesar de su organizacion estructural similar, ambas subunidades tienen
funciones distintas. La VFT en GABAg+ constituye el sitio de union para los ligandos ortostéricos (sitio
de union para agonistas y antagonistas), mientras la estructura GABAg: es inactiva y no se une a
ligandos, pero es capaz de unirse a moduladores alostéricos positivos, este sitio no activa al receptor
pero aumenta la afinidad y la eficacia para la union de agonistas a GABAg1 en un sitio ubicado dentro
del dominio transmembrana y se estabiliza mediante la interaccion de proteinas KCTD, por sus siglas
en inglés, potassium channel tetramerization domain, asociadas con el dominio C-terminal de GABAg:.
Mientras que la subunidad GABAg1 es indispensable para la activacién del receptor, GABAg, €s
necesaria para la expresion de la membrana celular, el acoplamiento a proteina G y para la activacion
de la misma (Gi/o) y unién de alta afinidad de agonistas del GABAg1. 9 10

De manera general, en ausencia de un ligando (forma apo, Figura 4, inciso a) ambas
subunidades tienen una buena homologia estructural (desviacion RMS 1.48 A, PDB: 4MQE). Una de
las principales diferencias entre ambas subunidades, es la orientacion relativa para cada lébulo de las
VFT, el éngulo definido por los dos Idbulos permanece casi constante en todas las estructuras
disponibles para el VFT de GABAs2, mientras que va a diferir para el VFT de GABAg1 ya que depende
de la presencia e identidad del ligando que este unido al cristal (Geng 2013). Este angulo sera mas
grande en la forma apo y cuando este unido a un antagonista, en cambio, sera mas pequefio en
presencia de agonistas (Figura 4, inciso b). Por lo tanto, se tiene dos conformaciones para el VFT de
GABAg1 (una abierta y cerrada, respectivamente).

En cuanto a la ejecucion en respuesta del SNC, los sistemas efectores que estan fuertemente
unidos a los receptores GABAB, son los canales de Ca2*y los canales cationicos. Otro efectores como
los canales de K*, adenilil ciclasas estan débilmente asociadas al receptor. Por otro lado, en cuanto la
regulacién anormal del transito del receptor GABAg, los mecanismos de deterioro/reduccion estéan
asociados a enfermedades neuroldgicas como; isquemia cerebral, drogadiccion y dolor neuropatico.

En este sentido, surge la motivacion de estudiar y analizar los receptores GABAg, asi como a
su ligando enddgeno 1. Los receptores GABAg fueron identificados por primera vez por Bowery y
colaboradores (1980) en la periferia y luego se demostré que estaba presente a través del SNC de
varias especies vertebrados, donde son expresados por casi todas la neuronas y células cerebrales
no neuronales (Bettler y colaboradores 2004 y 2012)."1

En el afio 2013, se reportd la estructura cristalina del dominio extracelular del receptor GABAg
de humano unido a agonistas y antagonistas, '? esta aportacion permite, el disefio de farmacos asistido



por computadora (DIFAC), el cual tiene como objetivo el disefio, optimizacion y seleccion de
compuestos con posible actividad bioldgica. Con base en esto, es posible el disefio de anélogos
mediante el modelado molecular utilizando la estructura cristalina del receptor GABAg.

2.2 Trastornos neurolégicos asociados al receptor GABAg
Los receptores GABAg no solo se han identificado en el sistema nervioso central, sino también

en el sistema periférico y 6rganos, donde contribuye a la modulacion de la actividad neuronal. Debido
a su amplia distribucién e importante participacién en la neurotransmision, los receptores GABAg han
merecido gran atencion, ya que se ha demostrado que son blancos terapéuticos potenciales para tratar
una gran variedad de enfermedades neurodegenerativas como,'3 espasticidad muscular,'? dolor
neuropatico,™ reflujo gastroesofagico,'® epilepsia,® trastorno de ansiedad e incluso adicciones.!”
Estos problemas podrian terminar con el aumento de las concentraciones de GABA en el cerebro.
Desafortunadamente 1, no puede ser utilizado en la terapia farmacoldgica debido a que es una
molécula hidrofila y; por lo tanto, no puede atravesar BHE (la barrera hematoencefélica). En las Ultimas
décadas, se han desarrollado varios farmacos con el objetivo de encontrar analogos de GABA con
mejores propiedades farmacocinéticas y farmacodinamicas que estén dirigidos hacia el receptor
GABAg, que dio como resultado, farmacos clinicamente aprobados por la FDA: (R)-baclofeno 2, (S)-
pregabalina 3, (S)-vigabatrina 4 y gabapentina 5 (Figura 5). Sin embargo, a pesar de su alta similitud
estructural con 1, estos farmacos no son analogos de 1 desde el punto de vista farmacoldgico, ya que
actlan a través de diferentes mecanismos de accion que GABA.'8

B A NURNGTY
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Figura 5. Analogos estructurales de GABA.

Por ejemplo, (S)-pregabalina 3 y gabapentina 5, tienen un mecanismo de acciéon mediante la
unién a la proteina a2-d, un canal de calcio dependiente de voltaje, lo que reduce la liberacion de
neurotransmisores excitadores y moduladores peptidicos. Estos medicamentos tienen eficacia como
antiepilépticos y analgésicos.® Por otro lado, (S)-vigabatrina 4, es también un farmaco antiepiléptico
y su mecanismo de accion es la inhibicion de la enzima GABA-AT, que como se menciono antes es la
enzima que cataboliza a GABA.20 De manera particular, 4 es un inhibidor suicida que forma un aducto
ternario covalente con el sitio activo y la coenzima piridoxal 5 fosfato (PLP) de GABA-AT, debido a la
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presencia del grupo vinilo, da lugar a un intermediario electrofilico fuerte (aceptor de Michael).'
Finalmente, unicamente (R)-baclofeno 2 es un ligando agonista que activa al receptor de interés
(Receptor GABAg), y es utilizado clinicamente para tratar la espasticidad muscular y otras lesiones de
la medula espinal.

2.3 (R)-baclofeno en la terapia farmacologica

___________________

Con el objetivo de aumentar el caracter lipdfilo de 1, en 1962 fue

¥ sintetizado baclofeno 2,2' que contiene un grupo p-clorofenilo en la posicién
E ' beta (B), el tnico ligando agonista del receptor GABAg aprobado por la FDA
HoN 0 en 1972y es utilizado en la clinica para tratar espasticidad muscular asociada
i (R)-2 OHE a la esclerosis multiple, paralisis cerebral y lesiones en la medula espinal.2

oo PR Ademas, se ha demostrado que su accidn farmacoldgica es enantioselectiva,
ya que la mayor actividad bioldgica reside en el enantidmero (R),23 razdn por la cual se ha reportado
en la literatura diferentes metodologias de sintesis asimétrica de (R)-baclofeno, incluyendo sintesis
enantioselectiva,?* resoluciones quimicas,? y métodos quimioenzimaticos.2

En los Ultimos afios, se ha comprobado que (R)-2 tiene eficacia en el tratamiento de reflujo
gastroesofagico, alcoholismo, adiciones y ansiedad, atrayendo gran atencion.?2 Desafortunadamente,
(R)-2, esta lejos de ser un farmaco ideal, debido a que tiene una baja absorcion en el cerebro y por
ende una accién de corta duracion,?” por lo cual se requieren altas concentraciones de este para llevar
a cabo su correcto funcionamiento, y; por lo tanto, causa multiples efectos toxicos tales como;
somnolencia, debilidad, mareos, cansancio, dolor de cabeza, convulsiones, vomito, confusion y
presion arterial baja, lo cual dificultan su uso clinico.

Considerando la amplia gama de enfermedades asociadas con el receptor GABAg, y que (R)-
2 no puede ser utilizado como farmaco potencial debido a los efectos toxicos anteriormente descritos.
Grupos de investigacion llevaron a cabo modificaciones estructurales minimas sobre (R)-2, donde en
la mayoria de los casos se ha mantenido el grupo farmacéforo de GABA (el grupo a-acido y el grupo
y-amino); pero, a pesar de que algunos de ellos comparten similitud estructural a la de GABA, sus
objetivos son diferentes ya que algunos tienen actividad biolégica diferente como; agonistas parciales,
0 antagonistas (Figura 6).22 Por ello, surge el interés por disefar y desarrollar nuevos ligandos que
sean agonistas especificamente dirigidos hacia el receptor GABAs.
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Figura 6. Analogos de GABA que actuan sobre el receptor GABAg con actividad biolégica distinta.

2.4 Ligandos del receptor GABAg reportados en la literatura como analogos de 1y 2.

Dada la importancia de los receptores GABAg en la neurobiologia, incluyendo la depresion,
accidente cerebrovascular, y trastornos neurodegenerativos como las enfermedades de Huntington,
Parkinson y Alzheimer, y que 2 es el Unico compuesto aprobado por la FDA que activa al receptor
GABAg y, que ademas esté ha demostrado que podria ser empleado en el tratamiento de otras
enfermedades neuroldgicas y psiquiatricas, anteriormente descritas. Grupos de investigacién han
reportado un gran nimero de compuestos analogos de 1y 2, de los cuales algunos de ellos han sido
designados como agonistas del receptor GABAg, en su mayoria conservan el grupo farmacoforo de
GABA (el &cido carboxilico y el grupo amino), y un grupo aromatico en posicién 8 como en 2, ya que
es importante para la farmacocinética y para la farmacodinamica.?

Gran parte de los trabajos descritos anteriormente, han hecho énfasis en la modificacién del
anillo aromatico de baclofeno 2, lo cual ha proporcionado informacion importante en el campo de
relacion estructura-actividad, por ejemplo, la sustitucién del grupo aromatico en posicion S, por anillos
de benzofurano 35a-c reportados en 1987, por Berthelot et. al.29 siendo los compuestos 35a y 35¢ los
unicos en desplazar [*H] baclofeno con una ICs,= 18, 5.6 UM, respectivamente, comparados con
(R,S)-baclofeno cuyo valor de ICg, fue de 0.2 uM (Figura 7). Posteriormente, en 1991,%0 el mismo
grupo de investigacion, reportd analogos de B-furil y S-tienel (36a,b y 37a-g), de los cuales, los
analogos 37b y 37f desplazaron a (R)- [*H]baclofeno de los sitios de unién del receptor GABAg, con
un de IC5o= 1.34, 0.61 pM, respectivamente, en comparacion con (R,S)-baclofeno, cuyo valor de
IC5,= fue de 0.33 uM (Figura 7).
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Figura 7. Anélogos de 1y 2 3-sustituidos.

A través de un estudio integrado de modelado molecular/QSAR, Constantino y et, al.
concluyeron que el grupo p-clorofenilo y las sustituciones heteroaromaticas son fundamentales en la
unién de baclofeno y anélogos al receptor debido a su capacidad para establecer interacciones
aromaticas 1r- ™ importantes dentro de la cavidad con residuos de Tyr366 y Tyr395.28

Recientemente, en el 2011, Xu y et. al. reportaron la sintesis y evaluacion de una serie de
anélogos de baclofeno 38a-l, agregando sustituyentes en posicidn orto con respecto al &tomo de cloro
en el anillo aromatico, los compuestos 38d, 38e y 38¢g exhibieron actividad agonista, presentando una
potencia mejorada (8.5, 7.3 y 7.4, respectivamente) en comparacion con 2 (pECs0=7.1) hacia el
receptor GABAg (Figura 8).3!
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Figura 8. Estructura de algunos analogos de baclofeno.

Modificaciones en el anillo, asi como extension en la cadena alifatica 39a-e, 40, 41 y 42 han
dado como resultados compuestos activos (39b,39d y 40); sin embargo, no mejores a (R, S)-baclofeno

(PECs0=5.24). Tal es el caso de algunos analogos reportados por Attia, et. al (Figura 9).%2
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Figura 9. Analogos reportados por Attia y et.al.

Adicionalmente, este grupo de investigacion reportd la sintesis de los compuestos 43, 44a y
44b, de los cuales, el compuesto conformacionalmente restringido 43 fue inactivo como agonista del
receptor GABAg, mientras que los compuestos 44a y 44b fueron activos con pECs de 3.62 y 4.49,
respectivamente (Figura 10).33

R
Cl
HoN OH 0
HoN
Inactivo 44
44a; R=CN
44b; R=|

Figura 10. Anélogos reportados por Attia y et.al. conformacionalmente restringidos.

En la literatura se encuentran reportados isdsteros de GABA y baclofeno, en los cuales, el
reemplazo isostérico del &cido carboxilico por &cidos sulfonico, fosfonico y fosninicos dio como
resultados principalmente antagonistas del receptor GABAg, los cuales bloqueaban el efecto de GABA
y baclofeno en el receptor GABAg in vitro. Los primeros antagonistas del receptor fueron reportados
por Kerr et al. en 1987 ((R)-faclofeno y 1988 (2-hidroxisaclofeno), respectivamente).34 Por otro lado,
Alstermark y colaboradores, sintetizaron el compuesto 46 (analogo fluorado de 45).%5 Siguiendo este
mismo enfoque, se reportaron analogos de GABA donde se incorporaron sustituyentes alquilo al atomo
de fosforo. Los compuestos de acido metil 47 vy etil fosfinico 48 resultaron ser muy potentes in vitro
pero no in vivo. Ligandos con sustituyentes en el grupo amino y el grupo fosfinico, por ejemplo,
CGP35345 y CGP46381 poseen actividad antagonista micromolar.3¢ Por otra parte, ligandos con
sustituyentes mas grandes, dieron como resultados a los antagonistas CGP54626 y CGP55845.
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Algunos antagonistas han sido empleados como radioligandos, los cuales fueron utiles para identificar
la estructura del receptor (Figura 11).37
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CGP35345 NH2 CGP46381 NH
cl
H
H \/O i H
cl NN\ ) H
al \/\/CI)H

CGP54626

2

a0

O=—1=0
o
v=0

CGP55845
Figura 11. Isosteros de GABA y baclofeno.

Recientemente, Colby y colaboradores reportaron un nuevo tipo de agonistas del receptor
GABAg, denominados difluorometilcetonas 49-54 las cuales ya no guardan analogia estructural con
GABA, sin embargo, presentan una potencia y selectividad para el receptor, la cual podria ser
justificada teniendo en cuenta que presentan en su estructura atomos y grupos funcionales que
pueden funcionar como aceptores y donadores de enlace de hidrégeno. Ademas, posen grupos
aromaticos los cuales podrian formar interacciones - T las cuales son importantes para la actividad
con el receptor.28 Los compuestos 53 y 54 fueron los mas activos con valores de ECsode 24.9y 19.4
MM, respectivamente, comparados con baclofeno (1,7 uM) (Figura 12).38

9  OH 0O  OH
9
FFF F* °F
49 OMe 50

O OH Q  OH O  NHBoc
Adamantilo’
F©OF FF F©F
53 54
52 o

Figura 12. Agonistas del receptor GABAsg reportados por Colby y et.al.
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2.5 Antecedentes en el grupo de investigacion en la sintesis y evaluacion de nuevos anélogos
de GABA, baclofeno y pregabalina.

Aproximadamente el 85 % de productos quimicos bioldgicamente activos,®® contienen un
heterociclo en su estructura, siendo los mas comunes aquellos que contienen atomos de azufre,
oxigenos y nitrdgenos.4? Este hecho refleja el papel central que tiene englobar heterociclos en el
disefio medicinal moderno, ya que la adicion de estos puede ayudar a la modulacion de algunas
propiedades las moléculas como la solubilidad, liposolubilidad, polaridad y la capacidad de formar
enlaces de hidrégeno con dianas bioldgicas.4!. 42

Con base en esto, en afos recientes, nuestro grupo de investigacion ha explorado la sintesis
de analogos de GABA, baclofeno y pregabalina, donde el atomo de nitrdgeno en posicion y forma
parte de diferentes sistemas heterociclicos, estos analogos fueron disefiados y evaluados como
posibles inhibidores de la GABA-AT (enzima responsable de la degradacién de GABA) con el objetivo
de aumentar las concentraciones de GABA en el cerebro.

La primera generacidn que reportd nuestro grupo de investigacion, estuvo formada por los
compuestos 55-61, donde los compuestos 58 y 60 mostraron actividad inhibitoria sobre la GABA-AT
del 35.51y 32.03%, respectivamente (Figura 13).43

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

o] o] /§‘ o] ' o]
G“\/\/U\ N\/\/U\ N\‘/N\/\/U\ :C’\\‘ :
OH OH OH OH 1

55 56 57 58

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

. A
i :C\ I : \?/i\
N 1 1
! N ' N
OH : OH OH
N .

59

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

Figura 13. Primera generacion de analogos de GABA y baclofeno reportados en el grupo de investigacion.

En la segunda generacion, se disefiaron y sintetizaron las moléculas 62-75, las cuales incluian
algunas caracteristicas estructurales de los analogos de la primera generacién que arrojaron mejor
perfil como inhibidores de la GABA-AT (Figura 14), inicamente el compuesto 73 mostrd una inhibicion
del 73%.44
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Figura 14. Segunda generacion de anélogos de GABA, 2 y 3 reportados.

Para la tercera generacion, se exploro la incorporacion de anillos de triazol en el sistema

heterociclico, donde se obtuvieron los compuestos 76-83, siendo las moléculas 82 y 83 las que
presentaron inhibicion enzimatica sobre la GABA-AT, con una inhibicion de 43 y 59%, respectivamente

(Figura 15).4
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Mas recientemente, se disefiaron y sintetizaron nuevas moléculas anélogas de baclofeno
sustituidas en posicion y con anillos heterociclicos de isoxazol y sustituidas en posicién 8 con diversos
anillos aromaticos 84-87a-d (Figura 16) estas moléculas tienen el objetivo de ser evaluadas como
potenciales agonistas del receptor GABAg.46

Cl Cl
Ar (o) Ar= \N (0] N (0] N S
N
o/ XY 5 o OH
— 84 85 86 87
R ] | ) [}
1 Ri= a =—H b—:—q c— d’:/\/

Figura 16. Analogos de 2 como posibles agonistas del receptor GABA.

Asimismo, como parte de este trabajo y de un analisis computacional, nuestro grupo de
investigacion realizé el disefio in silico basado en la estructura del receptor GABAg donde se utilizaron
moléculas reportadas en la literatura, estas moléculas en su mayoria conservan el grupo farmacéforo
de baclofeno, ademas se incorporaron agonistas estructuralmente diversos pero que se sabe activan
al receptor. En este sentido, primero se realizd un estudio de relacién estructura actividad (SAR), el
cual se realizo en tres etapas: 1) los analogos fueron clasificados en dos grupos (activos e inactivos),
2) se analiz6 la modificacion estructural sobre las estructuras anteriormente mencionadas (grupos
funcionales sobre el andamio de baclofeno), y 3) se analizaron las caracteristicas electronicas y
estéricas de los sustituyentes de las moléculas.

Posteriormente, para una mayor aproximacion se realizd una construccién de un modelo
QSAR, donde se emplearon parametros de energia de acoplamiento con el receptor como descriptor
molecular 3D. De este analisis, se describié un modelo lineal, donde se basé en todos los parametros
estadisticos, que describen la concentracion media efectiva (pECs,) de los compuestos agonistas

sobre el receptor GABAg, segun sus descriptores moleculares que es:

Y= 0.244Epzrs + 0.005ELumo - 137.01PW5 + 10.24PJI2 + 0.06T(N...0) + 13.24  (Eq.1)

s = 0.524 F=23.90 5K=0.043 (0.00) | RV=-0.162 (-0.19)
RP =0.207 (0.10) | AQ=0.007 (-0.005)), |  R2=0.85 0%00=80.12
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El modelo matematico que resultd de este trabajo previo sugirid entonces que, la actividad de
agonistas del receptor GABAg esta influenciada por tres factores: la forma y el tamafio molecular (PW5
y PJI2), las caracteristicas constitucionales (ELumo Y T (N...O)) y la energia de interaccion del receptor
GABAg con Trp278. De este estudio se propusieron seis nuevas moléculas con alto potencial para ser

candidatas como agonistas de receptor GABAg (Figura 17).47
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Figura 17. Moléculas que se disefiaron en el grupo de investigacion partiendo del andamio molecular de baclofeno, la
modificacion recomendada con (GE, cuadros amarillos).

3. DISENO IN SILICO DE ANALOGOS DE BACLOFENO
3.1 Disefio de farmacos asistido por computadora (DIFAC).
El descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos es un proceso altamente demandante en
términos de tiempo y dinero. En linea de desarrollo, desde la identificacién de un nuevo compuesto
hasta su aprobacion, dura un promedio de 17 afios y cuesta un promedio de 800 millones de dolares.

Por tal motivo, en un esfuerzo por reducir la busqueda de farmacos efectivos, el empleo de
herramientas computacionales ha dado lugar a lo que actualmente se conoce como el Disefio de
Farmacos Asistido por Computadora (DIFAC), herramienta que se ha convertido en un elemento clave
en la investigacion académica e industria. Este método, combina la actividad de los farmacos vy el
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conocimiento de las interacciones moleculares, junto con técnicas de visualizacion, célculos de
energia, consideraciones geométricas y datos filtrados de una enorme base de datos.

La vida tal y como la conocemos esta estrechamente relacionada con las formas y la
estructura quimica que presentan moléculas como las proteinas. Las proteinas de origen natural tienen
varias funciones; componen la estructura celular, transforman la energia quimica en trabajo celular,
son parte del reconocimiento de otras estructuras moleculares, entre otras. Funciones notables no
solo por en el mantenimiento de la vida, sino también porque estan codificadas en secuencias de
aminoacidos con la mayor economia de energia libre posible. Puesto que las proteinas son los
componentes moleculares mas abundantes en los seres vivos, no es de extrafarse que estas sean
las dianas biologicas mas frecuentes de los farmacos.48

3.2 Acoplamiento molecular (Docking).

El acoplamiento molecular por computadora es una técnica de modelado molecular, que
predice la estructura del complejo ligando-receptor. Si el tipo de interacciones entre el ligando y el
receptor es entendido, puede ser empleado para disefiar compuestos con una actividad mejorada
sobre dicho receptor.

El acoplamiento molecular nace con el modelo de Fisher (1890), donde propuso que las
enzimas reconocen a sus sustratos de la misma manera que una llave entra en una cerradura. Por lo
tanto, para cada enzima existe un sustrato altamente especifico. Sin embargo, el modelo de llave-
cerradura ocurre entre interacciones altamente rigidas. Hoy en dia se conoce que este proceso no es
altamente rigido, sino que ocurre un cambio conformacional en la proteina ocasionada por el sustrato
(modelo o teoria de ajuste inducido).4®

El ajuste inducido es el modelo de Daniel Koshland (1958), donde propuso que la interaccion
de un ligando en el sitio de unién del receptor se asemeja mas al ajuste de una mano (ligando) al
introducirse a un guante (receptor). Este modelo propuso que se requiere la orientacion precisa del
ligando en el sitio de unidn; el ligando puede causar cambios posicionales de los residuos del sitio de
unién; los cambios inducidos por la unién son especifico de cada ligando.%

Finalmente, la teoria del ensamble conformacional por Buyong Ma et al (2003), donde describe
la complejidad conformacional de las proteinas asociadas a su alta dinamica estructural, lo cual genera
multiples conformaciones en el receptor y es necesario el estudio de éstas para entender el proceso
de acoplamiento molecular.5

El primer paso del acoplamiento molecular es identificar el sitio de union del ligando en la
proteina, esto se hace para limitar el espacio de busqueda sobre la superficie del receptor y asi
minimizar el costo computacional de la busqueda. El siguiente paso es la validacién estructural y
energética del sistema, la primera obtenida por la seleccion del algoritmo de busqueda adecuado y la
segunda con la funcién de puntaje.
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4. JUSTIFICACION.

El receptor GABAg (GPCRs), se distribuye ampliamente en el SNC, en el sistema periférico y
drganos, donde contribuye a la modulacién de la actividad neuronal. Debido a su amplia distribucion
e importante participacion en el proceso de la neurotransmision, los receptores GABAg han merecido
gran atencion, ya que han demostrado que son blancos terapéuticos potenciales para tratar una gran
variedad de enfermedades neurodegenerativas como, espasticidad muscular, dolor neuropatico,
epilepsia, reflujo gastroesofagico e incluso adicciones. Actualmente, el unico ligando agonista
aprobado por la FDA que se sabe activa a esté receptor es baclofeno, y es utilizando en la clinica para
trata espasticidad muscular y lesiones en la medula espinal. Desafortunadamente, baclofeno tiene una
baja absorcion en el cerebro, por lo cual se requieren altas concentraciones de este para llevar a cabo
su correcto funcionamiento, y; por lo tanto, causa mltiples efectos tdxicos, dificultando su uso clinico.

Motivo por el cual, nos surge el interés por disefiar y potencializar nuevos ligandos que sean
agonistas y con una alta absorcion en el cerebro. Para ello, en esté trabajo se utilizo el acoplamiento
molecular por computadora (Docking), donde se considero la estructura del receptor y el farmaco de
referencia 2.

5. HIPOTESIS.

Por medio del acoplamiento molecular por computadora podemos disefiar anélogos de
baclofeno con mejores caracteristicas fisicoquimicas y energias de interaccion con el receptor GABAs
con respecto a los agonistas reportados en la literatura.

6. OBJETIVO GENERAL.

Disefio in silico de compuestos heterociclicos con analogia estructural a baclofeno como
potenciales agonistas del receptor GABAg utilizando el acoplamiento molecular “docking” (Figura 18).

(o

7P

DOCKING

Figura 18. Representacion del acoplamiento molecular (docking).
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6.1 Objetivos especificos

1.- Estudio estructural del receptor GABAB.

2.- Estudio SAR de agonistas y antagonistas reportados del receptor GABAG,
3.- Validacion estructural y energética del docking.

4.- Acoplamiento molecular por computadora de agonistas y antagonistas co-cristalizados con el
receptor GABAg.

5.- Disefio de analogos heterociclicos con base en el receptor GABAg.
6.- Calculo de propiedades fisicoquimicas de las moléculas propuestas.

7.- Comparar los resultados obtenidos de las moléculas 88a-g, 89a-k y 90a-k con los resultados del
docking del paso 4.

7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Analisis del blanco biolégico
En primera instancia, se llevo a cabo un andlisis de las diferentes estructuras cristalinas que

se tienen disponibles de nuestro blanco bioldgico (receptor GABAg). A la fecha se han reportado 9
estructuras cristalinas del dimero de VFT del receptor GABAg en complejo con varios ligandos, los
cuales se encuentran disponibles en el software de acceso libre Protein Data Bank (PDB, por sus
siglas en inglés). Se encuentran reportadas 3 estructuras co-cristalizadas con diferentes ligandos
agonistas (GABA, baclofeno y SKF97541, PDB: 4MS3, 4MS4 y 6UO8, respectivamente), y 6
estructuras con diferentes antagonistas (PDB: 4MR9, 4MRM, 4MR8, 4MS1, 7CUM y 4MQF). Ademas,
se tiene disponible 2 estructuras del cristal en su forma apo, reportadas en diferentes afios, una en el
2013 y otra en el 2020 (PDB: 4MQE y 6VJM). Hasta ahora, todos los ligandos co-cristalizados son
analogos estructurales de GABA (con un a-acido y un y-amino) (Figura 19).
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Figura 19. Representacion estructural de los ligandos co-cristalizados a) agonistas y b) antagonistas.

Teniendo en cuenta las estructuras cristalinas del receptor GABAg unido a diferentes ligandos
(agonistas como antagonistas), a continuacion, se muestra las estructuras moleculares de los cristales
6VJM (forma apo), 7CUM (antagonista) y 7C7Q (agonista) todas ellas reportadas en el afio 2020
(Figura 20).
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a) Formaapo b) Unido a un antagonista c) Unido a un agonista

GABAs1  GABAs:

ESTADO INACTIVO ESTADO INACTIVO

Figura 20. a) Receptor metabotropico GABAs de humano en su estado apo. b) Estructura crio-em del receptor GABAs
de humano unido al antagonista CGP54626. c) Estructura crio-em del receptor GABAs de humano unido a
baclofeno/BHFF en estado activo.

Como se observa, se puede claramente diferenciar de las estructuras de criomicroscopia
electrénica X, la funcién de un agonista, que es, la induccion del cambio conformacional de tal forma
que, podemos apreciar como la subunidad GABAg1 y GABAg; interacttian y forman una conformacion
cerrada/activa (Figura 20c), por otro lado para la conformacién de la proteina en su forma apo (en
ausencia de ligando) se observa abierta-inactiva (Figura 20a), este mismo efecto se observa para la
conformacién de la proteina cuando se esta unida a un antagonista (Figura 20b).

7.2 Analisis sobre las cavidades de los diferentes ligandos agonista y antagonistas.

Posteriormente, utilizando el servidor de acceso libre ProteinsPlus, se analiz6 informacion
importante para cada cristal. Principalmente este servidor se centra en las interacciones ligando-
proteina. Ademas, proporciona informacion importante como, la deteccion de las cavidades
permitiéndonos visualizar el tamafio y la forma de estas, que a su vez nos permitié obtener informacion
para predecir el posible sitio de unidén y estimar su drug score. A continuacion, se muestra la
informacidn sobre la cavidad que se obtuvo en el sitio de unién para cada ligando agonista y (Tabla 1,
Figura 21) y antagonistas (Tabla1, Figura 22) co-cristalizado.
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Tabla 1. Informacion sobre la cavidad de los diferentes agonistas y antagonistas co-cristalizados reportados en la
literatura.

PDB Drug Volumen Superficie Profundidad Resolucién _ Radio_d_e
Score [As] [AZ] [A] A Hidrofobicidad
AGONISTAS
4MS3  0.85 775.62 880.22 23.29 25 0.36
4MS4 0.8 1038.02 1126.1 23.28 1.9 0.29
6UO08 0.83 475.25 533.07 22.32 3.63 0.31
7C7Q 0.81 1111.71 994.27 24.45 3 0.20
ANTAGONISTAS
4MR9 0.83 992.18 1073.92 22.44 2.35 0.50
AMRM  0.84 900.45 993.72 24.26 2.86 0.45
4MR8 0.84 857.88 967.34 23.88 2.15 0.44
4MS1 0.81 985.6 1190.06 23.40 2.25 0.45
7CUM  0.78 590.26 628.24 17.12 3.52 0.40
4MQF 0.84 891.35 1058.35 23.81 2.22 0.47
AGONISTAS
4MS3

4MS4

6U08



Figura 21. Forma y tamafio de las cavidades de los ligandos agonistas.

Como se ilustra en la Tabla 1, en el afio 202052 se reportd otro cristal del receptor GABAs
unido a baclofeno (PDB:7C7Q), como se observa, a pesar de que ambos cristales tienen el mismo
ligando, existen variaciones en la cavidad en cuanto el volumen, superficie, profundidad e
hidrofobicidad que son especificos para cada cristal.

ANTAGONISTAS

4MR9 4MRM
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4MQF

Figura 22. Forma y tamafio de las cavidades de los ligandos antagonistas.

Con base a la informacién obtenida anteriormente sobre el anélisis de las cavidades de las
diferentes estructuras de nuestro blanco biolégico (Receptor GABAg), especialmente los que estén
unidos a ligandos agonistas que son de nuestro interés, decidimos analizar el caracter hidrofébico de
los aminoacidos que estan presentes dentro de la cavidad de la proteina 7C7Q ya que es la que
mejores propiedades estructurales y fisicoquimicas tiene con respecto a las otras, se observa en color
azul los aminoéacidos hidrofébicos no polares, en color morado los aminoacidos de hidrofobicidad
media y en color rojo los aminoacidos hidrofilicos (Figura 23).
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Dominio VFT

Figura 23. a) Estructura secundaria de 7C7Q unido a baclofeno, b) Cavidad (color gris) y aminoécidos presentes dentro
de la cavidad del cristal 7C7Q, en stick color azul se representan los aminoacidos hidrofébicos no polares, en color
morado los aminoéacidos de hidrofobicidad media y en color rojo los aminoacidos hidrofilicos.

Como se observa, la cavidad esta fuertemente influenciada de lado derecho por aminoacidos
hidrofébicos no polares (Val318, Ala290 y Phe319), del lado izquierdo estd influenciada por

aminoacidos de hidrofobicidad media (Tyr396, Trp395 y Trp182).

Con base a esta informacion, podemos construir un disefio de ligando con base a la estructura
de la cavidad del receptor. Posteriormente, fueron evaluados los aminoacidos de interaccion de los
tres ligandos agonistas y los seis antagonistas co-cristalizados cada uno con su respectivo cristal, esto
se realiz6 con ayuda del servidor de acesso libre ProteinsPlus y el software Discorevy studio 2021.

7.3 Analisis sobre los residuos de interaccion para agonistas del receptor GABAg.

Vo Las interacciones en el sitio de union a GABA en la
er

( ) subunidad de VFT de GABAs1 PDB:4MS3 (Figura 24), son
\h-“sl?o ¢ Ser130 ] . .
W N }' por el lado del grupo carboxilato, redes de interacciones de
N i ¥ enlace de hidrogeno donde estan involucrados aminoacidos
| Glu34g \\\ ; \ de Ser130, Ser153 y Tyr250. Por el lado del grupo y-amino
~ & ' N ! ) . , . ;o .
) \ {Tyr250  interactia con aminoacidos de His170, Glu349 y Trp278 a
{ Trp278 ‘\/ través de interacciones de enlace de hidrogeno, iénica y -
N T cation.

Figura 24. Representacion en 3D de las interacciones de GABA sobre el cristal 4MS3.
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Por otro lado, baclofeno, un agonista especifico de receptor

-

GABAg, se une de manera similar a GABA, pero presenta un giro —\
conformacional de Tyr250 para acomodar el anillo p-clorofenilo. { Trpes - \}“3,@50
Interacciones en el sitio de union a baclofeno en la subunidad de  Trp278/ ’\v )

GABAg: PDB:4MS4 (2013),'2 por el lado del grupo carboxilato /\

J ol S N\

interacciona por medio de enlaces de hidrogeno con aminoacidos de  gjuz40) ¢ = seri30
| % Serl53
Ser130, Ser153 y Tyr250, por el lado del grupo y-amino, interacta con y 173
1S
aminoacidos de His170, Glu349 y Trp278 a través de enlace de \ ¢

hidrégeno, idnicas y m-catién. Finalmente el grupo p-clorofenilo en posicion B interacciona con
aminoé&cidos aromaticos de Tyr250, Trp278 y Trp65 a traves de interacciones - 1 (Figura 25).
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Trp395 L/

Tyr367

Figura 25. Representacion en 3D de las interacciones de baclofeno sobre el
cristal 4MSa.

Otro cristal de baclefeno unido al receptor GABAg1 que
fue reportado, es el 7C7Q (2020),52 donde se observa para este
cristal que, el grupo carboxilato mantiene las mismas
interaciones de enlace de hidrégeno con los residuos de Ser247,
Ser270 y Tyr367, de igual forma se mantienen las mismas
interaciones del grupo p-clorofenilo con los mismos aminoacidos

aromaticos analizados en el cristal 4MS4, pero se observa que por el lado del grupo y-amino,
Unicamente permanece la interaccion Tr-cation con el aminoacido de Trp395 (Figura 26).

Figura 26. Representacion en 3D de las interacciones de baclofeno sobre el cristal 7C7Q.

Ser270 l

i
\‘l
L M
/% X ~

Glu466 (Figura 27).

En el afio 2019,% se reportd otro ligando agonista del
receptor GABAg co-cristalizado, del cual se obtuvo la siguiente
informacién (Figura 27), el acido fosfinico interacciona con
aminoacidos de Ser247 y Ser270 a través de interacciones de
enlace de hidrogeno y el grupo y-amino interacciona del mismo
modo por una interaccion electrostatica con el aminoacido de

Figura 27. Representacion en 3D de las interacciones de baclofeno sobre el cristal PDB 6UO8.
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7.4 Analisis sobre los residuos de interaccion para antagonistas del receptor GABAB.

La sustitucion del grupo acido carboxilico de baclofeno por

/ %

Trp278 ;| un grupo de acido fosfonico dio lugar a faclofeno (PDB:4MRM), un
’ . antagonista selectivo del receptor GABAg, por el lado del grupo
A /? fosfonico interacciona por medio de enlaces de hidrégeno con
Glu349§’;, f ‘ ‘ ‘& aminoacidos de Ser130 y Ser153, por el lado del grupo y-amino,
\TrpﬁSQiSD{ _ e interactta con aminoacidos de His170, Glu349 y Trp65 a través de
= enlace de hidrogeno y m-cation, respectivamente (Figura 28).

Ser130

Finalmente, el grupo p-clorofenilo en posicién B interacciona con
aminoacidos aromaticos de Trp278 y Trp65 a través de interacciones - .

Figura 28. Representacion en 3D de las interacciones de faclofeno sobre el cristal 4MRM.

Continuando con el andlisis, los antagonista

L=~} CGP35348 (PDB:4MR8), CGP46381 (PDB:4MS1) y

il Y7 "\ Ser130 SCH50911 (PDB:4MR9), comparten el mismo tipo de

: i‘-\é} Y, interacciones (enlace de hidrégeno, Figura 29) con los

[ S %/&f\'\‘f mismos aminoacidos (His170, Ser153, Ser130 y Glu349).
Gl/u;: }' \ Adicionalmente los grupos alilicos para 4MR8 y 4MS1

interacttan con el aminoacido aromatico Trp65 (Figura 29).

4MR8
His170
R 7 SerJ{S?’ /
) e — : ‘ .
\ :P & \}_, Ser130
Glu349 NS Y b i \;_—3_\
W
. his170 PSR . ), cuag ||
4MS1 4MR9

Figura 29. Representacion en 3D de las interacciones que comparten los antagonistas CGP35348, CGP46381 y
SCH50911 con sus respectivos cristales.

29



Por otro lado, para el antagonista CGP54626
| <74 (7CUM), el grupo a-acido interacciona por medio de enlace

: w‘ \ ’:TT\ de hidrégeno con aminoacidos de Ser247 y Ser270, por el
Trp%95x1,, u’ £ & f lado del grupo ciclohexilo interacciona con Gly181y Trp182.
A/’\i p}éﬁr’-ﬁ‘ ’ El grupo y-amino interactta por interaccion electrostatica con

\ | n’ 2y 2N el aminoacido de Glu466. El grupo aromético interacciona con
Gluass] S Ser270  residuos aromaticos de Trp395 y Trp182 a través de
SR 7 interacciones - . Finalmente, el grupo B-hidroxilo

interacciona por medio de enlace de hidrégeno con el residuo
de Ser247 (Figura 30).

Figura 30. Representacion en 3D de las interacciones de CGP54626 sobre el cristal 7CUM.

Finalmente, el antagonista 2-hidroxisaclofeno

Tyr/zio (PDB:4MQF), interacciona por el lado del grupo a-acido con

) (" TTrp2r8 aminoé&cidos de Ser130 y Ser153, mientras con el grupo y-

/ \,\ amino interactua con aminoacidos de His170 y Glu349. Por

o, Trp65 otro lado, el grupo p-clorofenilo interactia con aminoacidos

i 'Glugag  aromaticos de Tyr250, Trp278 y Trp65. Finalmente, el grupo

w4 ‘»‘“--\ ‘ ‘:i g B-hidroxilo interactua adicionalmente con aminoacidos de
1 M | Hisiro Ser153, Gly151 y His170 (Figura 31).

Serl53 Gly151

Figura 31. Representacion en 3D de las interacciones de 2-hidroxisaclofeno sobre el cristal 4MQF.

De este analisis se observé que todos los ligandos se unen a la subunidad de VFT de GABAg;
los cuales involucran aminoacidos similares (en su mayoria enlaces de hidrogeno). En resumen, los
grupo a-acido, forman enlaces de hidrégeno con rediduos de Ser130 y Ser153, mientras que el grupo
y-amino esta unido por enlace de hidrogeno con aminoacidos de His170 y Glu349. Por el lado del
grupo aromatico de baclofeno comparte los mismos aminoacidos aromaticos de interaccion con el
antagonista 2-hidroxisaclofeno. Por otro lado el aminoacido de Trp65 forma interacciones de Van der
Waals al menos con 4 de los antagonistas.

Cabe mencionar que el sustituyente S-hidroxilo de CGP54626 (7CUM) y 2-hidroxisaclofeno
(4MQF) forman interacciones adicionales de enlace de hidrégeno con le grupo hidroxilo que tienen
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presente en su estructura con el receptor los cuales podrian ser especificos para estos dos
antagonistas (Ser247 y Ser153 respectivamente).

Otro dato importante que se analizé a partir de los ligandos co-cristalizados fue que, se cree
que el antagonista grande y voluminoso (CGP54626, 7CUM) impide una formacion cerrada y estable
al formar interacciones con GABAgi,, probablemente por su tamafio en comparacion con los
agonistas. Finalmente, este ligando tiene interacciones extra con Trp182 y Gly181 a través del
sustituyente ciclohexilo.

Finalmente, como podemos observar, relacionar patrones de interaccién con el receptor,
respecto a la actividad y la afinidad del ligando es dificil, ya que los patrones de interaccion para la
union en la cavidad de GABAg+ son similares para anclar agonista como antagonistas, sin importar la
actividad del ligando.

Como parte de nuestro estudio de analisis se prosiguié a la generacion de las superficies de
contacto de enlace de hidrogeno, electrostaticas, hidrofobicas y aromaticas, utilizando el software
Discovery studio visualizar. Como parte de un tercer estudio de andlisis para predecir los aminoacidos
de interaccion, asi como para determinar la distancia y angulo que tienen, se utiliz6 el servidor protein-
ligand interaction profiler (PLIP, por sus siglas en inglés).

Se llevé a cabo Unicamente para los tres ligandos agonistas (PDB: 4MS3, 7C7Q y 6U08), y
para tres ligandos antagonistas (PDB: 4MQF, 4MR9 y 7CUM). Este analisis fue de importancia, para
conocer la contribucion individual de cada residuo de aminoacido involucrado que interactia con los
ligandos de efecto agonista y antagonista.

7.5 Superficies de Enlace de Hidrdgeno.
Los enlaces de hidrégeno son las interacciones mas frecuentes en los complejos biolégicos.

Son interacciones fuertes (0.25-40 kcal/mol) ya que dependen de un angulo y una distancia especifica.
El angulo que deben de tener el donador y el aceptor para que sea mas energético debe oscilar entre
130-180° (por la geometria del orbital) y deben de tener una distancia desde 1.5, 2.5 hasta 3 A. Los
residuos de interaccion de enlace de hidrégeno pueden ser de tipo aceptores de hidrogenos (HBA)
que se indican de color verde o donadores de enlace de hidrégeno (HBD) indicado de color morado
(Figuras 32y 33).

El grupo amino del ligando del cristal 4MS3 forma interacciones de enlace de hidrégeno con
amino4cidos de His170 (d=1.85 A, 6= 164.8°) y Glu349 (d =2.14 A, 8 =152.85°) de tipo HBA, mientras
que el grupo &cido carboxilico presenta interacciones de este tipo con aminoacidos de Tyr250 (d=2.60
A, 6 = 154.95°), Ser130 (d=2.03 A, 6 = 164.77°), Ser153 (d=2.14 A, 6 = 170.50°) y con Tyr250 (d=
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1.72 A, 8= 154.95°), los cuales contribuyen como HBD. Adicionalmente, Ser153 funciona como HBA
con al &cido carboxilico cuando este funciona como HBD (d=2.14 A, 6 =135.75°).

Elligando del cristal 7C7Q presenta una interaccion con el grupo amino, el cual participa como
un HBD con el aminoacido de Glu466 el cual contribuye como un HBA (d= 2.69 A, 6 = 134.77°) y el
grupo acido carboxilico participa como un HBA con amino4cidos de Ser247 (d = 2.16 A, 6 = 144.07°),
Ser270 (d= 2.81 A, 8 = 155.28°) y Tyr367 (d= 3.17 A, 6 = 155.38°) los cuales contribuyen con
interacciones de tipo HBD.

Finalmente, para los agonistas, el ligando SKF97541 del cristal 6UO8 forma interacciones de
enlace de hidrogeno de tipo HBD con el grupo amino, interaccionando con el residuo de Glu466, el
cual contribuye como un HBA (d= 1.69 A, 6 = 173.06°). Por el lado de grupo acido fosfinico
interacciona con aminoécidos de Ser247 (d=2.13 A, 8 = 150.69°) y Ser270 (d= 2.54 A, 6 = 123.42°),
los cuales contribuyen con interacciones de tipo HBD, y otra interaccion adicional con Ser270
fungiendo como HBA (d=2.32 A, 6 = 116.33°) (Figura 32).

v
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\;»c;/*'i.»“;:x )

Figura 32. Superficie de tipo enlace de hidrdgeno de los cristales con ligandos agonistas (GABA, baclofeno y
SKF97541).

Para los antagonistas, iniciando con el ligando del cristal 4MQF, el grupo amino (HBD),
interacciona con el aminoacido de Glu349 (d=1.86 A, 6 = 142.80°) de tipo HBA. Por el lado del grupo
sulfénico (HBA) interacciona con aminoacidos de Ser130 (d= 1.90 A, 6 = 170.40°), Ser153 (d= 2.28
A, 8 = 170.62°) de tipo HBD, y con Ser153 (d= 2.22 A, 6 = 155.58°) de tipo HBA. Finalmente, por el
lado del grupo hidroxilo (HBD) interacciona con Ser153 (d= 2.12 A, 8 = 135.79°) como HBA.

Para el ligando del cristal 4MR9, el grupo amino (HBD), interacciona con el aminoacido Glu349
(d=1.84 A, © = 152.83°). Por el lado del grupo &cido carboxilico (HBA) interacciona con residuos de
Ser130 (d=1.85 A, 8 = 174.30°) y Ser153 (d=2.06 A, 8 = 165.95°). Finalmente, el oxigeno dentro del
ciclo (HBA) interacciona con el aminoacido de Ser153 (d=2.95 A, 6 = 112.31°) de tipo HBD.
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Finalmente, el nitrdgeno (HBD) del ligando del cristal 7CUM interactia con el residuo de
Glu466 (d=1.83 A, 8 = 171.75°) de tipo HBA. Por el lado del grupo fosfinico (HBA) interacttia con
aminoacidos de Ser247 (d= 2.25 A, 8 = 136.73°), Ser270 (d= 3.12 A, 6 = 145.33°) de tipo HBD.
Ademas, Ser270 actua también como HBA con el acido fosfinico (d= 2.29, 6 = 103.65°) y con el grupo
hidroxilo (d= 2.08 A, 6= 112.73°) los cuales participan como HBD (Figura 33).

Figura 33. Superficie de tipo enlace de hidrégeno de los cristales con ligandos antagonistas (4MQF, 4MR9y 7CUM).

7.6 Superficies electrostaticas.
Las interacciones electrostaticas o idnicas son las que gobiernan las interacciones entre

ligando-receptor. Este tipo de interacciones son no direccionadas; y, por lo tanto, no se ven afectadas
por la distancia, esto debido a que es una interaccion que se da entre dos iones con cargas opuestas.
En la Figura 34 el area de color rojo nos indica la zona rica en electrones o bien de cargas negativas
formales, por lo tanto, el area de color azul nos indica las zonas deficientes de electrones o cargas
positivas (Figura 34).
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Figura 34. Superficies electrostaticas de los cristales a) 4MS3, b) 7C7Q, ¢) 6U08, d) 4MQF, e) 4MR9 y f) 7CUM.

7.7 Superficies hidrofobicas.
Las interacciones hidrofébicas (dipolo-dipolo inducido) estan asociadas a la entropia del

sistema. Son interacciones débiles (1.5-2 kcal/mol), y por lo tanto es facil solvatar al sistema, porque
su energia es pequefia. El analisis de las interacciones hidrofobicas se llevo a cabo en la superficie
de las cavidades de los cristales correspondientes: 4MS3, 7C7Q, 60U8, 4MQF, 4MR9y 7CUM. En la
superficie de las cavidades, la parte mas hidrofobica 0 menos polar es representada de color café y la
menos hidrofébica 0 mas polar, es representada en color azul (Figura 35).

El ligando endégeno GABA (4MS3) forma interacciones hidrofobicas dentro de la cavidad con
aminoacidos de Trp65 a una distancia de 3.77 A'y con Trp278 a una distancia de 3.98 y 3.71 A. Para
baclofeno (7C7Q) forma interacciones hidrofébicas con amino4cidos de Trp182 (3.5 A) y Trp395 (3.83

o

A). El ligando SKF97541 (60U8), Unicamente presenta interacciones de enlace de hidrégeno.
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Figura 3

w

uperficies hidrofobicas de los ligandos de los cristales 4MS3, 7C7Q, 6U08, 4MQF, 4MR9 y 7CUM,
respectivamente.

Elligando del cristal 4MQF unicamente presenta una interaccion hidroféba con el p-clorofenilo
y el aminoécido de Trp65 (3.91 A). El ligando del cristal 4MR9 presenta una interaccion hidroféba con
el a-metileno y el aminoacido de Trp65 (3.74 A) y otra con el grupo metilo con el aminoacido de Trp278
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(3.99 A). Finalmente, para el ligando del cristal 7CUM, el grupo ciclohexilo presenta una interaccion
con el aminoacido de Trp182 (3.11 A), por el lado del grupo 3,4-diclorofenilo interacciona con el
aminoacido de Trp395 (3.81 A) y finalmente el grupo metilo interacciona con el aminoacido de Trp395
(3.24 A).

7.8 Superficies aromaticas
Las interacciones que involucran anillos aromaticos son importantes contribuyentes en el

reconocimiento de proteina-ligando y en el disefio de farmacos. Son de gran importancia en el disefio
in silico, ya que nuestro ligando de referencia (baclofeno) contiene un anillo aromatico.

A continuacion, se hace referencia de este tipo de interaccion en el cristal 7C7Q. Los colores
que representan el area aromatica en el sitio de union se indica con color azul (indica una interaccion

tipo Tr-stacking y en color naranja es una interaccion -1 (Figura 36).

Figura 36. Superficies arométicas de los ligandos de los cristales 4MS3, 7C7Q, 6U08, 4MQF, 4MR9 y 7CUM,
respectivamente.

7.9 Determinacién de la distribucion de las moléculas.
La distribucion de una sustancia quimica en el cuerpo es un aspecto importante de la

farmacocinética; sin embargo, no es facil medir dicha distribucion mediante técnicas in vitro o in vivo.
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La prediccion in silico de dicha distribucion se puede efectuar mediante dos parametros clave:
ionizacion vy lipofilia de la molécula.*

La lipofilia, representada por logP (logaritmo del coeficiente de particion entre el n-octanol y
agua) ayuda a explicar la permeabilidad y distribucién de un compuesto neutro; sin embargo, a un pH
dado, algunos atomos pueden donar (disociar) o recibir (asociar) protones. Esta asociacién/disociacion
cambia la carga de la molécula y por ende afecta al coeficiente de particion (logP) que no considera
cambios en el pH del medio. El coeficiente de distribucion (logD) si considera el pH del medio y es una
constante que se utiliza para estimar las diferencias en concentracion de las especies ionizadas y las
no ionizadas a cierto pH.5% Para calcular los valores de logD de cierta sustancia, es necesario conocer
su pKa (constante de ionizacion) y su logP. En general, a pH de 7.4 los valores de logD considerados
como Optimos son entre -0.5 y 2 para absorcion en los enterocitos tras la administracion oral. Los
compuestos con valores de logD menores a -0.5 0 mayores de 2, tienden a tener baja absorcion debido
a la limitada permeabilidad de las membranas o una escasa solubilidad en agua, respectivamente. La
concentracion de especies neutras y ionizadas no solo depende de su pKa, sino también de los grupos
donadores y aceptores de enlace de hidrégeno presentes en la molécula.

En el presente trabajo, se analizaron algunas propiedades moleculares de los compuestos
disefiados basados en las reglas de Lipinski®4, las cuales sugieren que hay una mayor probabilidad de
que un compuesto sea permeable a las membranas y faciimente absorbido por el cuerpo si las
moléculas disefiadas cumplen con los siguientes criterios:

v Peso molecular menor a 500 uma.

v La Lipofilia, expresada en valores de clogP (logaritmo del coeficiente de
particion

entre el n-octanol y agua calculada), debe ser menor a 5.

v No mas de 5 grupos donadores de enlace de hidrégeno.

v No mas de 10 grupos aceptores de enlace de hidrégeno.

Para nuestro proyecto, las propiedades moleculares de cada analogo disefiado se evaluaron
en el servidor de libre acceso Molinspiration. En las Tablas 1 a 3 se puede observar que la lipofilia de
las moléculas se encuentra dentro del valor recomendable por Lipinski, (clogP menor a 5) este valor
fue obtenido del programa ChemDraw, ademas ningun analogo excede el nimero sugerido de grupos
donadores y aceptores de proton. Adicionalmente, los pesos moleculares son menores a 500 uma.
Por otro lado, los valores de logD se calcularon en el servidor MarvinSketch observandose que los
compuestos 88a, 88e, 88f, 89b, 89c, 89d, 90b, 90c y 99d presentan valores de logD fuera del intervalo
recomendable y por ende podrian presentar una baja permeabilidad a pH fisioldgico.
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Tabla 2. Propiedades moleculares de la primera serie de analogos de baclofeno 88a-g.

Donadores Aceptores PM

Molécula clogP de H de H (g/mol) logD
Cl
o -1.51 3 3 213.66 -0.78
H3N o
-2.384 3 5 246.27 -1.25
-1.21 3 5 296.33 -0.26
-0.496 3 5 322.36 0.40

-1.043 3 5 315.16 -0.04




-1.64 3 5 280.71 -0.65
-2.21 3 5 264.26 -1.11
-1.446 3 5 314.26 -0.37
Tabla 3. Propiedades moleculares de la segunda serie de analogos de baclofeno 89a-k
\ Donadores Aceptores PM
Molécula clogP de H de H (g/mol) logD
cl
N,N\' 0.99 3 5 237.69 0.09
H3N ’ N//N
89a
cl o
o
N,N\' -3.26 3 7 280.69 2.42
H3N+ ’ N’/N
89b
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NH,
+
HsN ’ N’/N
89c
ci N—N
| N
+
H3N ’ N//N
89d
cl cl)_
"o
+
HsN ’ //N
8%
cl
CF,
HaN L ’ N//N
89f
cl
CN

89i

0.5

1.586

3

3

280.72

304.73

282.69

305.69

262.70

255.68

27214

-1.13

-1.03

0.05

0.97

-0.05

0.24

0.66
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0.24 3 6 279.73 -0.43

0.52 3 7 295.73 0.15

Tabla 4. Propiedades moleculares de la tercera serie de analogos de baclofeno 90a-k.

, Donadores Aceptores PM
Molécula clogP de H de H e LogD
Cl
%N\' 0.78 3 5 223.67 0.08
N
H;N N
90a
Cl (o]
o"
N,N\' -3.47 3 7 266.67 -2.53
. [N
H3;N N
90b

NH,
NI’N\_ -1.36 5 7 266.69 -1.12
+ //N
H;3N N




Cl N’N\
| N
N—N
+ | N
HsN
90d
cl (l)_
Yo
N—N
+ | N
HaN N
90e
cl
CF,
N—N
+ | N
HaN N
90f
cl
CN
N—N
+ ’ ,,N
HaN
90g
cl
F
N—N,
+ | N
H3N
90h
cl
cl
N’N\
+ | N
HaN N
90i

290.70

268.66

291.66

248.68

241.66

258.11

0.06

0.97

-0.06

0.24

0.65
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Cl o
N’N\_ 0.04 3 6 265.70 -0.44
+ ’ //N
HaN
90]
Cl (o]
0/
N’N\_ 0.31 3 7 281.70 0.15
+ ’ //N
TRY
90k

8. Acoplamiento molecular (Docking)

Con base en informacion obtenida anteriormente sobre el anélisis de las cavidades, se decidio
unicamente llevar a cabo la validacion estructural del resultado del acoplamiento molecular sobre los
cristales donde se tiene unido a baclofeno (4MS4 y 7C7Q) tomando en consideracion el tamario,
forma, volumen, superficie, profundidad e hidrofobicidad de cada cavidad (Figura 21).

La informacién correspondiente al acoplamiento molecular de la estructura cristalina del
receptor GABAg unido a baclofeno empleando el cristal con cddigo PDB:4MS4 se encuentra en los
Anexos.

Los calculos de acoplamiento molecular se realizaron por triplicado en el software Autodock
Vina'y el visualizador UCSF Chimera (Esquema 2).
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Esquema 2. Representacion grafica del acoplamiento molecular (Docking) y especificaciones sobre las coordenadas 3D
utilizadas para llevar a cabo el docking (PDB:7C7Q, volumen de la caja: X=168, Y=173, Z= 224, tamafio: X=20, Y=20,
Z=20).

8.1 Preparacion de la proteina.
Para llevar a cabo el estudio in silico se utilizaron los datos cristalograficos de rayos X del

heterodimero del receptor GABAg de humano unido a baclofeno (PDB:4MS4 y 7C7Q de 1.9y 3 A de
resolucion, respectivamente). En el visualizador UCSF Chimera, se decidié eliminar el monémero o
bien la subunidad GABAg: (sitio de union de ligandos alostéricos) ya que Unicamente nos interesa el
sitio de union del ligando ortostérico (dominio Le1 y Ls2 de la subunidad GABAs1, sitio de unién de
ligandos agonistas y antagonistas), ademas se removieron los ligandos de menor interés dentro de la
proteina (moléculas de agua y restos de ligandos diferentes a baclofeno). Finalmente, se llevé a cabo
la protonacion de las proteinas y se agreg6 el método de cargas parciales AMBERff14SB.

8.2 Preparacion de los ligandos.

Para llevar a cabo el acoplamiento se construyeron y optimizaron las moléculas (ligandos) en
su forma zwitteriénica y en su configuracién Ry S utilizando el programa Avogadro, ademas se realiz6
un analisis conformacional dentro de la teoria de nivel de mecanica molecular empleando el campo
de fuerza MMFF94 (Merck Molecular Force Fiel, por sus siglas en inglés), donde se obtuvieron los
conférmeros de minima energia, finalmente, se agregaron los hidrégenos y las cargas parciales en el
software Autodock Vina. EI método de cargas que se empleé fue el Gasteiger.

Para los calculos de acoplamiento donde se utilizaron todos los ligandos co-cristalizados
(agonistas y antagonistas) unicamente se llevd a cabo la protonacién de estos y se agregaron las
cargas parciales utilizando el método anteriormente mencionado.
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8.3 Pardmetros del acoplamiento molecular.

Una vez lista la proteina y los ligandos, se llevaron a cabo los calculos del acoplamiento
molecular en el software Autodock Vina. El tipo de docking que se llevé a cabo fue el acoplamiento de
ligando flexible (la proteina se mantiene rigida, y el ligando se trata como flexible) La funcion de puntaje
(scoring) utilizada fue la empirica. Todos los ligandos se acoplaron en el sitio de unién de baclofeno
ubicada en la subunidad GABAgs entre los dominios Ls1 y Ls2. Las especificaciones de las
coordenadas 3D utilizadas para llevar a cabo el acoplamiento son las siguiente: PDB:4MS4; volumen
de la caja: X=-22, Y= 20, Z= -30, tamafio: X= 20, Y= 20, Z=20 y PDB:7C7Q; volumen de la caja:
X=168, Y=173, Z= 224, tamafio: X=20, Y=20, Z=20.

Finamente, para el andlisis para predecir las interacciones moleculares que puedan darse
entre la proteina y los ligandos del resultado del docking se utilizé el programa Discovery Studio.

8.4 Validacion estructural
La validacion del docking se llevo a cabo analizando la reproduccion del mejor modo de unién
de baclofeno en su respectivo cristal (PDB:4MS4 y 7C7Q), donde se selecciond, aquel donde se
reprodujera con mayor certeza la pose/conformacion del ligando.

Lo primero que se hizo fue analizar el resultado del acoplamiento molecular (docking) con la
proteina 4MS4 con su ligando co-cristalizado (baclofeno, Figura 37).

lGly1s1
-{:yleQ
/ Trp65 ¢ }\'\ /KSer13O
Glu)$49 ,‘ " 7 Nseriss
TR Kj) Tyr250

Phe202

\ - Phe249

Y

= 11e276

Figura 37. a) Representacién de la conformacién del ligando activo (resultado del docking, color gris) con respecto al
ligando de origen (color azul) b) Interacciones que comparte el conférmero del resultado del docking.

Se observd que, al realizar el docking con el ligando co-cristalizado de 4MS4, esté no logro
reproducir la conformacién del ligando de origen, como se puede observar el grupo amino del resultado
experimental se encuentra hacia abajo. Ademas, nos dimos cuenta de que hay interacciones que no
comparten en el programa Discovery Studio con ProteinsPlus, como fue la interaccién de grupo amino
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con histidina y la interaccion del grupo acido carboxilico con tirosina. Sin embargo, se observan
interacciones adicionales en Discovery Studio como, por ejemplo; con el grupo amino se observa una
interaccion con Gly151 y con él grupo acido carboxilico se observa una interaccién con Cys129,
ademés de un incremento de interacciones aromaticas con residuos de Phe202, Phe249 y lle276.

Posteriormente se llevd a cabo el acoplamiento molecular utilizando el ligando co-cristalizado
pero ahora utilizando el cristal 7C7Q, y se obtuvo la siguiente informacion (Figura 38).
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loags MU0 | A
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Figura 38. a) Representacion de la conformacion del ligando |
activo (resultado del docking, color gris) con respecto al ligando « A
de origen (color azul) b) Interacciones que comparte el
conférmero del resultado del docking.

En este ensayo, se observé que del resultado de docking, donde se empleé el ligando activo
(baclofeno, Figura 38) del cristal 7C7Q, esté logré reproducir casi en su totalidad la conformacion del
ligando de origen, donde se observa que no hay mucha diferencia entre la conformacion de la
estructura activa con respecto a la conformacién adquirida del resultado del docking, ya que ambas
conformaciones guardan cierta linealidad, manteniendo los grupos clave (amino y acido carboxilico)
del mismo modo. Razdn por lo cual, se decidié realizar experimentos adicionales sobre este cristal
(7C7Q) donde se reproduce con mayor certeza la conformacion del ligando experimental con respecto
al ligando co-cristalizado.

Posterior a esto, comenzamos el acoplamiento molecular. Primero decidimos realizar el
acoplamiento molecular de los agonistas y antagonistas co-cristalizados y tres agonistas reportados
en la literatura que se sabe activan al receptor GABAg en el Esquema 3 se pueden observar el calculo
de ClogP de cada molécula agonista y antagonista y, los valores de energia (score) que se obtuvieron
del resultado del docking para las moléculas al utilizar la proteina 7C7Q.
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Esquema 3. Resultados obtenidos de ClogP y energia de interaccion (kcal/mol) para los agonistas y antagonistas.

Del resultado del acoplamiento molecular, se decidié colocar todas las moléculas agonistas
en la cavidad del receptor y luego de esto se decidio realizar el mismo procedimiento, pero ahora
utilizando los antagonistas co-cristalizados y se obtuvo la siguiente informacién (Figura 39).
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b)

alineacién de los antagonistas con respecto a (R)-baclofeno (stick color
amarillo).

Como se observa, los agonistas Figura 39a, mantienen cierto alineamiento con respecto a (R)-
baclofeno, y estan fuertemente influenciados en la cavidad por aminoacidos aromaticos, aminoacidos
polares (Trp182, Trp395, Tyr367, Tyr396, Ser247 y Ser270) y aminoacidos cargados (His287 y
Glu466). Por otro lado, los antagonistas Figura 39b, estan inclinados hacia la region mas hidrofébica
de la cavidad, donde interaccionan adicionalmente con aminoacidos de Ala290, Val318, Phe319 y
Cys246. Una vez analizada la orientacion y las interacciones de cada ligando con el receptor de los
agonistas y antagonistas dentro de la cavidad (Anexos, Tabla 5 y 6), se realizo el acoplamiento
molecular para la primera serie de moléculas (R y S)-88a-g.

8.5 Resultados obtenidos de la primera serie de analogos de baclofeno con estructura de
isoxazol sobre el cristal 7C7Q.

Para la primera serie, se mantuvieron ciertas caracteristicas que conservan la mayoria de las
moléculas reportadas en la literatura y que ademas algunos de ellos muestran actividad sobre el
receptor (conservan el acido carboxilico y el grupo amino como en 1 e incluyen un sustituyente
aromatico en posicion 8 para mejorar la lipofilia como en 2). Por lo tanto, se propuso la sustitucion
isostérica del p-clorofenilo por un anillo de isoxazol R sustituido. Se propuso el anillo de isoxazol ya
que al tener dos heteroatomos electronegativos podria favorecer las interacciones intermoleculares
con el receptor, ademéas se propusieron sustituyentes hidrofobicos en R, para interactuar con los
aminoacidos hidrofébicos de la cavidad y asi también podrian favorecer la lipofilia de las moléculas,
lo cual es importante para que los compuestos sean permeables a la membrana. En el Esquema 4 se

47



pueden observar el calculo de ClogP de cada molécula y los valores (score) que se obtuvieron del
resultado del docking para las moléculas 88a-g de configuracion R y S al utilizar la proteina 7C7Q.

cl
o
HaN
3 o—
2 88a 88b 88c

ClogP= -1.51 ClogP=-2.38 ClogP= -1.21 ClogP= -0.65
(R)-2a; -7.7 (R)-88a; -9.1 (R)-88b; -5.2 (R)-88c; -6.4
(S)-2a; -7.5 (S)-88a; -8.7 (S)-88b; -5.0 (S)-88c; -4.1

88d 88e 88f 88g

ClogP= -1.04 ClogP= -1.64 ClogP= -2.21 ClogP= -1.44
(R)-88d; -6.2 (R)-88e; -8.4 (R)-88f; -8.6 (R)-88g; -7.2
(S)-88d; -5.7 (S)-88e; -7.7 (S)-88f;-8.0 (S)-88g; -6.4

Esquema 4. Resultados obtenidos de ClogP y energia de interaccion (kcal/mol) para la primera serie de anélogos de
baclofeno (Ry S-88a-g).

Las moléculas 88a, 88e y 88f mostraron mejor farmacodinamica (score) con respecto a los
ligandos agonistas de referencia (GABA, skf97541 y (R)-baclofeno y (S)-baclofeno). Sin embargo, en
cuanto a su lipofilia inicamente las moléculas 88b, 88c, 88d y 88g mejoraron con respecto a baclofeno
(ClogP=-1.51) pero no cuanto su farmacodinamica. Cabe mencionar que el enantiémero (S)-baclofeno
tiene una disminucion en su energia de interaccién con respecto al enantiémero R (-7.5, -7.7,
respectivamente), y adicionalmente el enantiémero (S)-baclofeno interacciona con el aminoacido de
Cys246 (interaccion que predomina con ligandos antagonistas del resultado del docking) (ver Anexos,
Tabla 6). La disminucion en la energia se observa también para todos los enantidmeros (S)-88a-g.
siendo los de mejor energia los enantiémeros de configuraciéon R. En la Figura 40 se observan las
conformaciones en 3D (primera columna) y en 2D las interacciones (segunda columna) que tienen las
moléculas de referencia GABA (blanco), skf97541 (blanco), baclofeno, y la primera serie de moléculas
(Ry S)-88a-g sobre el cristal de la proteina 7C7Q, el enantidmero R se encuentra representado en
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color crema y el enantiomero S en color gris, como conformero de referencia permanece el (R)-
baclofeno activo del cristal (color cian).

Ligandos agonistas de referencia
GABA skf97541 (R)-baclofeno

A:396

PHE
A:319

Primera

(S)-baclofeno serie: (R)-88a
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(R)-88e

VAL
A:318
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Interactions

- Salt Bridge - Pi-Cation
- Conventional Hydrogen Bond - Pi-Pi T-shaped
D Halogen (Cl, Br, I) |:] Alkyl

- Unfavorable Acceptor-Acceptor |:| Pi-Alkyl

Figura 40. Columna uno (superposicion de las moléculas (R y S)-88a-g con respecto a (R)-baclofeno sobre el cristal
7C7Q) el enantiomero R se encuentra representado en color crema y el enantiémero S en color gris, como conférmero
de referencia permanece el (R)- baclofen.

En la Figura 40 se muestran las conformaciones que adoptaron GABA, skf97541, (Ry S)-
baclofeno y los ligandos de la primera serie (R'y S)-88a-g. Cabe mencionar, que en todos los casos
se muestra Unicamente la conformacion de menor energia, siendo estas la mejor conformacién con
respecto a R-baclofeno (enantiomero con la actividad biologia deseada). Como podemos observar,
ninguna conformacién de las moléculas (R y S)-88a-g tiene similitud total con la conformacién de
baclofeno activo, ademas en cada enantiémero (R'y S) se observé un incremento con los aminoacidos
de interaccidn en su mayoria con residuos de Val318, His293, Ala290, Cys246, Pro183 y Arg297 los
cuales en su mayoria interaccionan con los sustituyentes aromaticos en Ry los heteroatomos del anillo
de isoxazol.
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Posteriormente, se decidi6 que todos los resultados del acoplamiento molecular de
configuracion R de esta primera serie de compuestos 88a-g se alinearan el sitio de union del receptor
(Figura 41a).

Figura 41. a) Conformaciones de (R)-a-g con respecto a (R)-baclofeno (stick cian; -7.4 kcal/mol), b) conformaciones de
las moléculas con mejor energia de interaccion (R)-88a (stick morado; -8.4 kcal/mol), (R)-88e (stick verde; -8.6 kcal/mol)
y (R)-88f (stick color amarillo).

Como se puede observar en la Figura 41a, las moléculas de la primera serie (R)-88a-g no
tienen alineamiento estructural total con respecto a R-baclofeno (stick color cian), ni siquiera con
aquellas con las que presento mejores energias de interaccion (R)-88a, (R)-88e y (R)-88f (Figura 41b).
Ademas, se observd que las moléculas estan inclinadas hacia la region mas hidrofébica de la cavidad,
como la de los antagonistas (Figura 39b), por lo cual podria presentar un efecto antagonista en lugar
de un efecto agonista; esto se corrobord con el andlisis de las interacciones (Anexo, Tabla 6). Las
moléculas de la primera serie interactan con al menos uno de los aminoacidos con los que interactian
especificamente con los antagonistas co-cristalizados (Val318, Cys246, Ala290, His293) (Tabla 7).

8.6 Resultados obtenidos de la segunda serie de analogos de baclofeno con estructura de (R'y
S)-89a-k sobre el cristal 7C7Q.

Con base a los resultados obtenidos en la primera serie de moléculas, y considerando que
existen anélogos de 1 y 2 donde el acido carboxilico ha sido reemplazado por isésteros de acido
sulfénico, fosfénico y fosfinico (Figura 11), se propuso una segunda serie de moléculas. Donde se
planted el reemplazo isostérico del acido carboxilico por el de tetrazol, con el objetivo de evaluar si

53



aumenta la lipdfila y la farmacodindmica de las moléculas, ademas se decidié mantener el grupo p-
clorofenilo en posicion 8 como en 2, e incorporar sustituyentes en la posicion tres del anillo aromatico
esto de acuerdo con un estudio previo dentro del grupo de investigacion donde se observé que es la
region donde se extiende la cavidad del blanco bioldgico (Figura 23).
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Asimismo, se decidi6 incorporar grupos electroatractores en la posicion tres del carbono del
grupo p-cloro fenilo ya que podria favorecer la deslocalizacion del orbital LUMO sobre el anillo
aromatico, lo cual podria disminuir la energia de interaccion con Trp278 (interaccion m-cation que
reduce la potencia con el receptor), esto con base a la prediccion del modelo QSAR que se analiz6
previamente.56

En el Esquema 5 se pueden observar los valores de ClogP y (score) que se obtuvieron del
resultado del docking para las moléculas 89a-g de configuracion R y S al utilizar la proteina 7C7Q.
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(S)-89i; -7.9 (S)-89j; -7.8 (S)-89k; -7.6

Cl (o]

Esquema 5. Resultados obtenidos de energia de interaccion (kcal/mol) de la segunda serie de analogos de baclofeno (R
y S-89a-k).

De este andlisis, se puede observar que el anillo de tetrazol si ayudo a mejorar la lipofilicidad
de las moléculas 88a-k con respecto a baclofeno (ClogP=-1.518), a excepcién de la molécula 89b
(ClogP= -3.26). En cuanto la energia de interaccion, en su totalidad todas ellas fueron mejores con
respecto a la de (R)-baclofeno (-7.6 kcal/mol), y se observd nuevamente una menor energia de
interaccion para los enantiémeros de configuracion S.

Posteriormente, se evalu6 por separado cada molécula. En la columna uno se observan las
conformaciones en 3D y en la segunda columna se observa en 2D las interacciones que tiene cada
molécula en el sitio de union, en color crema se representa el enantiomero de configuracion Ry el
enantiémero S en color gris, como conférmero de referencia permanece el (R)- baclofeno activo del
cristal (color cian) (Figura 42).
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Segunda serie
(R)-89a

(S)-89a
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(R)-89i (5)-89i (R)-89j

Figura 42. a) Columna uno; superposicion de las moléculas (R'y S)-89a-k con respecto a (R)-baclofeno sobre el cristal
7C7Q. b) Columna dos; tipo de interacciones que presenta cada molécula.
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De este analisis, se observo que los anillos de tetrazol no se alinean con respecto al acido
carboxilico de R-2, esto podria deberse al tamafio del anillo de tetrazol, que hace que la molécula se
observe méas desfasada, ya que hubo un incremento en el volumen molecular. Ademas, se encontrd
que los anillos de tetrazol interactuan con los aminoécidos de Cys246, Val318 compartidos por los
antagonistas (Anexos, Tabla 8).

8.7 Resultados obtenidos de la tercera serie de analogos de baclofeno con estructura de (Ry S)-
90a-k sobre el cristal 7C7Q.

De acuerdo con los resultados obtenidos de la segunda serie de moléculas, se propuso
eliminar el grupo metileno de la cadena alifatica (en posicién y), en el Esquema 6 se observan los
valores (score) que se obtuvieron del resultado del docking para las moléculas 90a-g de configuracidn
Ry S al utilizar la proteina 7C7Q.
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Esquema 6. Resultados obtenidos de ClogP y energia de interaccidn (kcal/mol) de la tercera serie de analogos de
baclofeno (R'y S-90a-k).
En la Figura 39, columna uno se observa el enantiomero R (color crema) y el enantiomero S
(color gris), como conformero de referencia permanece el baclofeno activo del cristal (color cian), en
la columna dos se observa las interacciones de cada molécula en el sitio de unién.

(S)-90a
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(S)-90k

Figura 43. Columna uno; superposicién de las moléculas (R y S)-90a-k con respecto a (R)-baclofeno sobre el cristal
7C7Q. b) Columna dos; tipo de interacciones que presenta cada molécula.

Como se puede observar en la Figura 43, la eliminacion de la cadena de metileno favorecié el
alineamiento estructural de todas las moléculas de la tercera serie, ademas en todos los casos se
mejord la energia de interaccion en comparacion con la energia de interaccion de la segunda serie,
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excepto para (R)-90b. En cuanto a la lipofilia, se esperaba que los valores de ClogP disminuyeran
debido a la eliminacion de la cadena de metileno.

Finalmente, se evaluaron las interacciones de estas moléculas con los aminoacidos dentro de
la cavidad del receptor y se encontrd que las moléculas (R)-90a, (Ry S)-90b, (Ry S)-90c, (R)-90d,
(Ry S)-90e, (Ry S)-90f, (R y S)-90g, (R)-90h, (R)-90i y (R y S)-90k comparten las mismas
interacciones que conservan todos los ligandos agonistas co-cristalizados y los agonistas reportados
en la literatura, que se utilizaron en este trabajo: Ser247, Ser270, Glu466, His287, Trp395, Trp182,
Tyr367, Tyr396, 1le393, Phe319, Phe366, Gly181. A su vez, algunos de sus sustituyentes
electroatractores interactuan con Glu368 (Anexos, Tabla 9). De este analisis podemos observar que
nuevamente algunos de los enantiomeros de configuracion S de esta serie de moléculas presentan
interacciones que comparten con los antagonistas. Por otro lado, observamos que todos los
enantiomeros de configuracion R de esta serie no presentan ninguna interaccion antagénica.

9. Conclusiones.

> Al analizar las diferentes estructuras del receptor GABAg, elegimos la proteina 7C7Q para
llevar a cabo los experimentos de docking, debido a que aprobé su validacion estructural y
energetica.

> Mediante el andlisis de los aminoacidos de interaccién de agonistas y antagonistas co-
cristalizados sobre la proteina 7C7Q, es posible discriminar todas aquellas moléculas que
compartan interacciones con los antagonistas (Cys246, Val318, Ala290 y His293).

» Utilizando la estructura y los aminoacidos presentes dentro de la cavidad del receptor y
manteniendo analogia estructural del farmaco de referencia ((R)-baclofeno), se propusieron
tres disefios de moléculas.

1. Del primer disefio, se sugiere no aumentar el tamafio del andamio molecular del (R)-
baclofeno con sustituyentes de caracter hidrofébico sobre el anillo. Los sustituyentes que se
propusieron en R y la modificacién del p-clorofenilo por el anillo de isoxazol provoca una
orientacion hacia los aminoacidos hidrofobicos no polares de la cavidad; de acuerdo con
nuestro analisis estos aminoacidos son desfavorables para la actividad agonista, ya que éstos
(Cys246, Ala290, His293 y Val318) interactian especificamente con los antagonistas co-
cristalizados.
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2. Por otro lado, al reemplazar al &cido carboxilico por el tetrazol, reducir la cadena lateral y
agregar sustituyentes electroatractores en el carbono tres del grupo p-clorofenilo, se logré
potencializar y aumentar la lipofilicidad de las moléculas con respecto al (R)-baclofeno.

Finalmente, se analizaron un total de 58 moléculas (R y S)-88a-g, (Ry S)-89a-k y (R)-90a-k,
al menos 16 de ellas de configuracion R y S comparten interacciones con los agonistas reportados en
la literatura. Ademas, mejoran en cuanto a su lipofilia y su perfil farmacodinamico con respecto a
baclofeno (ClogP=-1.51, score=-7.6 kcallmol).

10. Perspectivas

» Proponer la sintesis de la serie del andamio molecular 90.
» Terminar de analizar la serie (R)-90a-k con diferentes conformaciones de la proteina.
» En un futuro, verificar nuestros resultados realizando ensayos in vitro.
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12. ANEXOS

12.1 Conformaciones e interacciones de los antagonistas co-cristalizados sobre el cristal
7C7Qen 3Dy 2D.
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Tabla 5. Interacciones de agonistas co-cristalizados y resultados del docking sobre la proteina 7C7Q.

PDB

4MS3

4MS4

7C7Q

-NHs*
(Glu466, Trp182,
His287, Gly268)

-NHs*
(Glu466, Trp395,
His287)

-NHs*
(Glu466, Trp39s,
His287)

Residuos de interaccién

-COx
(Ser247)
Aro
-COx
Tyr367,
(Ser247, (”ZS%
Ser270) Trp182)
Aro
-COy (Tyr367,
(Ser247, 11393,
Ser270) Trpl82

score
-4.5
-Cl
(Phe366, Phe319, 8.4
Tyr367, Tyr396, ’
11e393)
-Cl
(Phe366, Phe319, 76

Tyr367, Tyr396,
11e393)
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6UO08

-NHs*
(Glu466, Trp182,
Gly268)

-CH2

(Glu466)

-POz
(Ser247,
Ser270)

Tabla 6. interacciones de antagonistas co-cristalizados y resultados del docking sobre cristal 7C7Q.

*NOTA: Los aminoacidos en color rojo son aminoacidos especificos para los antagonistas.

PDB

4MR8

4MR9

4MRM

4MS1

7CUM

AMQF

-NHz*
(Glu466,
Trp395,
Trp182)

-NH2*
(Ser270)

-NHaz*
(Glu4ee,
Trp395,
Trp182
His287)

-CH:2
(Trp395)

-NH3*
(Glu466,
Trp395,
His287)

-NHz*
(Glu466,
Trp395)

-CH2
(Gly268)

-NH3*
(Glu466,
Trp395,
Trpl82,
His287)

Interacciones

-PO2
(Ser247)

-COy
(Ser247,
Gly268,
Cys246)

-POs%
(Ser247,
Ser270,
Ser269,
Gly269,
Cys246)

-POx
(Ser247,
Ser270,
Gly268,
Cys246,
Ser269)

-PO2
(Ser247,
Tyr367,
Phe319)

-SOs%
(Ser247,
Ser270,
Cys246,
Ser269,
Tyr367)

(CHsCH20)2CH-
O—(Ser270,
Trp395), CH3CH2-
(Phe319, Val318,
Ala290, 11e393)

-Cl
(Phe366,
Phe319,
Tyr367,

11393,
Tyr396)
Cadena
alifatica
(Phe319,
11393,

Trp395,
Val318)

Aro
(Tyr367,
11e393,
Trp182)

Cl (Tyr367,

Tyr396)
Cadena
alifatica
(11e393,
His293,
Ala290), -
CH3
(Trp395)
Cl-
(Phe366,
Phe319,
11393,
Tyr396,
Try367)

OH
(Gly268, Ser247)

Aro
(Trp395)

Aro
(Tyr367,
11e393,
Trp182)

score

-5.5
()
0.1

-6.4
)
0.1

1.7
(#)
0.1

-6.1
(*)
0.1

-5.9
(¥)
0.1
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Primera serie de analogos de baclofeno (R y S)-88a-g.

Tabla 7. Interacciones que presentaron la serie de compuestos (R y S) 88a-g sobre el cristal 7C7Q.

Compuesto

(R)-88a

(S)-88a

(R)-88b

(S)-88b

(R)-88c

(S)-88¢

(R)-88e

(S)-88e

(R)-88f

(S)-88f

(R)-88d

(S)-88d

(R)-88g

-NHs*
Glu466
His287
Trpl82
Gly268
Glu466
Trp182
Trp395
Glu466
His287
Trp182
Trp395

Glu368
Gly181

His293

Glu466
Trp182
Trp395

Gly268
Ser247
Trp182

Glu466
Trp182
Trp395
Glu466
Trp182
Trp395

Glu466
Trp182
Trp395

Glu466
His287
Trpl82
Trp395
Gly268
Glu466
Trpl82

-COz

Ser247
Ser270

Ser247
Ser270
Cys246

Ser270
Ser247
Tyr367

Gly463
Pro183

Arg297
His293

Ser270
His287
Ala290
Trp395

Ser247
Cys246

Trp395
Trp182

Ser247
Ser270
Ser269
Ser247
Ser270
Cys246

Ser247

Ser247
Cys246

Ser247

INTERACCIONES
Isoxazol

Trp395
Ser270

Trp395
Ser270

Ser270

Ser270

11393
Phe319
Ala290
Val318

11e393
Val318
Ala290
Thr322

Val318

Val318
Trp395
Ser270

Trp395
Ser270

Val318

Trp395
Ser270

Val318

Aromatico
Ala290
11393
His293

Ala290
11e393
His293

Val318
Ala290
11e393

Trp182
Tyr367
11e393
Val318

Tyr367
Tyr396
Pro183

Tyr367
Tyr396
Pro183

Ala290
11e393
His293

Ala290
11e393
His293

Ala290
11e393
His293
Ala290
11e393
His293

Ala290
11e393
His293

Ala290
Val318

Ala290
11e393

Hal6geno

-Cl
11e393
His293
Leu 365
Ala290
11e393
His293
Leu365
Ala290

-F
Arg297

-F
Arg297

His293
Leu365
Phe319
Thr322
11e393
His293
Ala290

11e393
His293
Leu365

-CF3
His293
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Trp395 His293 Leu365

Ala290
Arg297
Glu466 His293
(5)-88 His287 Ser247 Val318 ﬁfggg Leu365
g Trp182 Tyr367 Ser270 His293 Ala290
Trp395 Arg297
Segunda serie de analogos de baclofeno 89a-k.
Tabla 8. Interacciones de los compuestos (R y S)-89a-k sobre el cristal 7C7Q.
INTERACCIONES
Compuesto -NH3 Tetrazol Aromético Meta_sust Halégeno
11e393
Glu466 Ser247 e Tyr367
(R)-89a His287 Trp182 ”3;393 Tyr3g6
Trp395 Val318 Phe319
Phe366
11e393
Trpl82
Glu466 Tyr367
(S)-89a His287 gerszzié T”;;r;g Tyr396
Trp395 4 Phe319
Phe366
Glu466 Ser247 -CO2
(R)-89b His287 Trp182 Toi82 Tyra67 he3ss
Trp395 Val318 y Gly368
Tyr367
G[u466 Ser247 Trp182 Tyr3g6
(S)-89b His287 Tyr367 e Gly368 e
Trp395 Cys246 yr €
Ph366
Glu466 Ser247 Trp182 -AMIDA P’ggg
(R)-89¢ His287 Trp182 Tyr367 Glu36s Phealo
Trp395 Val318 11e393 Trp395 Phe366
Tyr367
CleiEt S Trp182 Glu368 Tyr396
(S)-89c His287 Tyr367
e s Tyr367 Trp395 Phe366
P y 116393
Glu466 Ser247
His287 Tyr367
(R)-89d Trp395 Cys246 11e393 Glu36s Phe366
Trpl82 Cys220
Glu466 Ser247 Trpl82 Tyr367
(5)-89d His287 Tyr367 Tyr367 Tyr396
Trp395 Cys246 11e393 11e393
-NO2
Glu466 Trp182 Tyr367
(R)-89% His287 et Tyr367 I;%g; Tyr396
Trp395 11393 Glu368 11e393
Glu466 Ser247 Trp182 Phe366
(S)-89% His287 Tyr367 Tyr367 Glu368 i
Trp395 Cys246 11e393
-CF3
Glu466 Trp182
(R)-89f His287 381247 Tyr367 Gluses
Trp395 Vvalsie 1ie393 Tyrser
Tyr396
(5)-89f Glu466 Ser247 Trp182 Gly181 Trp182

His287 Cys246 Trp367 Try367



Trp395 Glu3es

Tyr395
Glu466 Ser247 ?%2? P’ggg
(R)-89g His287 Trp182 y Y
Tro395 Val318 11e393 11e393
P Phe319
Tyr396
S clnee Ser247 Trp182 CN Ile393
9 Troacs Cys246 116393 Glu368 Phe319
P Phe366
Glu466 Ser247 Trp182 Tyr396
(R)-89h His287 Trp182 Tyr367 -F Phe319
Trp395 Val318 11e393 Phe366
Gludeb Ser247 Trp182 e
(S)-89h His287 Tyr367 Tyr367 Phe366
Trp395 Cys246 11e393 116393
Tyr396
Glu466 Ser247 Trpl82 Tyr367
(R)-89i His287 Trp182 Tyr367 Trp182
Trp395 Val318 11e393 Phe319
Phe366
Gludes Ser247 o180 i
(5)-89i His287 Tyr367 2
Tro395 Cvs246 11e393 Phe319
P y Phe366
_ Glu466 Ser247 Trp182 -COCH; 11e393
(R)-89j His287 Trpl82 Tyr367 Glu368 Tyr367
Trp395 Val318 11393 Phe366
Glu466 Ser247 Trp182 T”ef,o%%
(S)-89j His287 Tyr367 Tyr367 Glu36s y
Trp395 Cys246 IR
P y Phe366
Glu466 Ser247 Trp182 Tyr396
(R)-89k His287 Trp182 Tyr3e67 '%%3%;'3 Phe366
Trp395 Val318 11e393 Phe319
Glu466 Ser247 Trp182 Tyr396
(S)-89k His287 Tyr367 Tyr367 Glu36s Phe366
Trp395 Cys246 Phe319
Tercera serie de analogos de baclofeno (Ry S) 90a-k.
Tabla 9. Interacciones de los compuestos (R y S)-90a-k en el cristal 7C7Q.
INTERACCIONES
Compuesto -NHs Tetrazol Aromético Meta-sust Haldgeno
Glu466 Trp182 11e393
) His287 Ser247 Tyr367 Tyr367
(R)-90a Trp395 11393 Tyr3g6
Trpl82 Phe319
Phe366
Trp182 11e393
(5)-90a ﬂ“ggg e 11e393 Tyr367
P y Tyr3g6
Phe319
Glu466 Trp182 -CO2
(R)-90b Trp395 Ser247 11e393 Glu368

Trpl82 Tyr367 Tyr367



(S)-90b

(R)-90c

(S)-90c

(R)-90d

(S)-90d

(R)-90e

(S)-90e

(R)-90f

(S)-90f

(R)-90g

(5)-90g

(R)-90h

(S)-90h

(R)-90i

(S)-90i

Glu466
Trp395
His287
Gly268
Glu466
His287
Trp395
Trpl82
His287
Glu466
Trpl182
Trp395

Glu466
His287
Trp395
Trp182

Glu466
Trpl182
Trp395

Glu466
His287
Trp395
Trp182
Glu466
His278
Trp395
Trpl182

Glu466
His287
Trp395
Trp182

Trp395
Trp182
Glu466

Glu466
His287
Trp395
Trpl82

Trp395
Trp182
Glu466

Glu466
His287
Trp395
Trpl82

His283
Trp395
Glu466

Glu466
His287
Trp395
Trpl82
Glu466
His287

Ser247

Ser247

Ser247

Ser247

Ser247
Ser270

Ser247

Ser247

Ser247

Gly268

Ser247

Cys246

Ser247

Cys246

Trl82
11393

Trpl82
Tyr367
11e393

Trpl82

11e393
Tyr367
Trp182

Val318

Trp182
Tyr367
11e393

Trp182

Trp182
Tyr367
11e393

Trpl182
Tyr367

Trp182
Tyr367
11e393

Trpl182
Tyr367
11e393

Trpl82
Tyr367
11e393

Trp182
11e393

Trp182
Tyr367
11e393

Trp182
11e393

Trpl82

Trp395
Tyr367

-AMIDA
Glu368
Trp395
Tyr367

Tetrazol
Tyr396
Tyr367

Ala290
Trp395
Val318
His293

-NO2
Trp182

Trp395

-CF3
Glu368
Tyr367
Tyr396
Trp395
Gly181
Trp395
Phe319
Ser270

11e393

-CN

-Cl
Tyr396
Trpl82
Tyr367

11e393
Phe319

Phe319
Tyr367
Tyr396

11e393

11e393
Phe319
Phe366

11e393
Phe319
Tyr367
Tyr396
Phe366
Phe319
Tyr396

11e393

11e393
Tyr396
Phe319
Tyr367
Tyr367
Tyr396
11e393
Phe319
11393
Phe319
Tyr367
Tyr396

Phe366
11e393

Tyr367
Tyr396
11e393
Phe319
11393
Phe319
Tyr367
Tyr396

Tyr396
Phe319
11e393

11393
Tyr396
Phe319
Tyr367
Tyr396
Tyr367

11e393
Phe319
Phe366
Phe319
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(R)-90j

(5)-90j

(R)-90k

(S)-90k

Trp395
Trpl182
Glu466
Trpl82
Trp395

Glu466
Trp395

Glu466
Trpl82
Trp395

Glu466
His287
Trp395
Trpl82

Ser247

Cys246

Ser247

Ser247

Trpl82
Tyr367
11e393

11e393
Trpl82
Tyr367

Trpl82
Tyr367
11e393

Trp182

-COCHs
Glu368
Tyr367

Glu368

-CO2CHs
Glu368

Trp395

11e393
Tyr396

Phe366

Phe366

11e393
Tyr367
Tyr396
Phe319
Tyr396
Phe366
Phe319

11393
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