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SUMMARY

In order to obtain structural information and predict the potential biological activity of a novel
set of f2-tryptophan-derived amides 1-3 as HIV-1 reverse transcriptase (HIV-1 RT) non-
nucleoside inhibitors and finding a probable lead, an in silico conformational analysis was
performed using a combined molecular structure analysis and flexible docking simulations
through density functional theory calculations at the B3LYP/6-31+G(d,p) level of theory in
condensed phase together with the use of the AutoDock software. The alignment of the
calculated energetically more stable conformer of 1-3 with the corresponding bound
conformer in the docked structure were evaluated using UCSF Chimera software, in all cases
it was observed that the free energy of association exceeded the energy required for the ligand
to undergo a conformational change. According to docking results, a binding model of the
amides 1-3 within the HIV-1 RT non-nucleoside binding pocket is proposed. Among these,
compound 3 showed the maximum free binding energy of -10.17 kcal/mol. Pharmacophore
models and 2D interaction plots were obtained for these minimized complexes using
LigandScout software in order to identify which of these elements were the ones that
generated the interactions with reverse transcriptase in the docking studies. The results
indicated that the novel amides 1-3 adopt a butterfly like conformation with a hydrophilic
central body flanked by hydrophobic wings, that are pharmacophoric structural requirements
for the HIV-1 RT inhibitory activity. Finally, the sum of combined efforts led to the selection
of candidate structure 3, which was synthesized in order to the in vitro anti HIV-1 activity

could be later analyzed in a biological assay.
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RESUMEN

A fin de obtener informacion estructural y predecir la actividad biolégica potencial de un
nuevo conjunto de amidas 1-3 derivadas del f2-triptéfano como inhibidores no nucleésidos de
la transcriptasa reversa (RT) del VIH-1 y encontrar un probable lider, se realizé un analisis
conformacional in silico combinando simulaciones de estructuras moleculares vy
acoplamientos moleculares flexibles mediante el uso de la teoria de funcionales de la
densidad, a nivel de teoria B3LYP/6-31+G(d,p) en fase condensada, junto con el uso del
programa AutoDock. La alineacién de la estructura 3D derivada del conférmero
energéticamente mas estable de 1-3 con la correspondiente aislada del docking molecular se
evalud utilizando el programa UCSF Chimera, encontrandose en todos los casos que la energia
libre de asociacion super6 aquella necesaria para que el ligando ejecute un cambio
conformacional. De acuerdo con los resultados de acoplamiento, se propone un modelo de
union de las amidas analizadas 1-3 dentro del bolsillo de unién a no nucledsidos de la RT del
VIH-1. Entre estos, el compuesto 3 mostrdé la méxima energia libre de unién de -10.17
kcal/mol. Con el fin de identificar cuales de los elementos farmacéforos son los responsables
de generar las interacciones con la enzima RT en los estudios de acoplamiento se obtuvieron
modelos farmaco6foros para los complejos minimizados y graficos de interaccién 2D utilizando
el programa LigandScout. Los resultados indicaron que las amidas 1-3 adoptan una
conformacién similar a una mariposa con un cuerpo central hidrofilo flanqueado por alas
hidrofobicas, requisitos estructurales farmacoférficos para la actividad inhibidora de la RT del
VIH-1. Finalmente, la suma de esfuerzos combinados condujeron a la seleccion de la
estructura candidata 3, que se sintetizé con el fin de que la actividad anti-VIH in vitro pudiera

analizarse posteriormente en un ensayo biologico.
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1. INTRODUCCION

A principio de la década de 1980, la repentina aparicion de los primeros casos del Sindrome
de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) advirtié el surgimiento de una de las peores
epidemias de toda la historia de la humanidad. La creciente tasa en el nimero de infectados
(debido a la segregacion del problema a grupos minoritarios y la falta de cultura de
prevencion) provoco la propagacion de una de las peores enfermedades del siglo XX y XXI
que afecta a millones de personas y que ha dejado a su paso, millones de victimas [1], esto,
aunado al continuo cambio en la estructura bioldgica del virus causante, ha arrojado cifras

alarmantes de acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) [2]:
- Al 2012, el nimero de victimas por SIDA rondaba los 34 millones.

- En 2012 se estimaba la existencia de unos 35.3 millones de personas infectadas por el

Virus de Inmunodeficiencia Humana (VIH).

Debido a la falta de una vacuna efectiva, la terapia farmacoldgica sigue siendo, hoy en dia, la
herramienta terapéutica mas util y de mayor uso contra la infeccion del virus de
inmunodeficiencia humana tipo 1 (VIH-1). Estas terapias, en su mayoria, consisten en un
régimen combinatorio en el que se utilizan, al menos, dos clases de farmacos diferentes -que
acttian a distintos niveles del ciclo de infeccion- con el objetivo de mantener la replicacion del
virus bajo control y observar, como consecuencia, un aumento en el conteo de células CDA4.
Este régimen es conocido como terapia anti-retroviral altamente activa (HAART, por sus

siglas en inglés) [3].
1.1 Proceso replicativo del Virus de la Inmunodeficiencia humana (VIH-1)

El VIH, perteneciente a la familia de los retrovirus y del género de los lentivirus, contiene dos
copias de idénticas de RNA de cadena simple (sSRNA) con una secuencia gendmica de 9.7 kb.
Este genoma codifica para proteinas estructurales y no estructurales del virus. La infeccion por
VIH-1 lleva consigo un proceso en el que las glicoproteinas de la envoltura viral (gp120/gp41)
interaccionan con los receptores CD4 de los linfocitos-T y con los co-receptores CCR5 y/o
CXCR4 (receptores acoplados a proteinas G). Al darse dicha unién, se genera un cambio
conformacional en la estructura de las glicoproteinas de la envoltura viral que favorece la

fusién membranal del virus con el huésped. Una vez ocurrida la fusién, el nucleo viral (que



contiene enzimas esenciales en el proceso de infeccion) se sitla en el citoplasma celular del
huésped. A continuacion, ocurre un proceso llamado “uncoating” en el cual la capside viral
libera el conjunto enzima-sustrato llamado “complejo de transcripcion reversa” (RTC), que
tiene como proposito principal, la generacion de una cadena de DNA doble a partir de RNA de

cadena simple (Fig. 1) [4].
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Figura 1. Proceso replicativo del Virus de la Inmunodeficiencia humana (VIH-1) [4].
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La transcriptasa reversa (RT) es una enzima especifica de retrovirus, cuya funcion es originar
una copia de DNA a partir de una Unica hebra de RNA. La RT tiene dos sitios cataliticos: sitio
de DNA polimerasa (POL) y sitio de ribonucleasa (RNasa H). El sitio POL puede polimerizar
una cadena simple de DNA a partir de una plantilla de RNA y/o de DNA y de un cebador.
Este cebador es una secuencia de 18 nucleétidos que corresponde al tRNALys3, que es
complementario a una secuencia de igual longitud (18 b) en el extremo 5’ del genoma viral de
RNA denominado sitio de unién al cebador (PBS). Cuando el tRNA de la célula huésped
hibrida con el PBS, como cebador de RNA, entonces, el POL inicia la sintesis de la cadena (-)
(en direccion 5°-3’) de DNA usando una cadena (+) de RNA viral como plantilla. En un
primer paso, el POL genera una cadena doble hibrida de RNA/DNA, que la RNasa H utiliza
después como sustrato para llevar a cabo la separacion de la cadena hibrida mediante la

escision en varios puntos de la cadena (+) de RNA viral, a excepcidn de una region rica en



purina denominada tracto de polipurina (PPT) que es resistente a la accion de la RNasa H y
que permanece pareada a la region de DNA complementaria correspondiente. Estos
fragmentos del PPT sirven como cebadores para la sintesis de la segunda cadena de DNA que
es complementaria a la cadena (+) y que se sintetiza de 5 a 3’, que -durante la sintesis de
DNA- desplaza la secuencia PBS de RNA y la secuencia de la polimerasa desplaza la
secuencia PPT de RNA formando una cadena doble de DNA (Fig. 2) [5].
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Figura 2. Proceso de transcripcion inversa de los retrovirus [5].




El proceso mencionado anteriormente se lleva a cabo en el citoplasma de la célula huésped
para después formar el complejo Ilamado complejo de pre-integracion (PIC) el cual incorpora

la cadena doble de DNA al nucleo celular a traves de la membrana nuclear (Fig. 1) [4].

Al completar la sintesis, la doble cadena de DNA viral es reclutada hacia el ndcleo celular
donde el DNA viral es insertado en el genoma del huésped por medio de una integrasa (IN)
(Fig. 1) que realiza cortes complementarios (cohesivos), en extremos contrarios de cada hebra
de la cadena doble de DNA viral para parearse con el genoma de la célula huésped vy, asi,
integrar el genoma viral transcrito al genoma del huésped. Esta copia de DNA insertada,
Ilamada provirus, es la fuente del genoma y del mRNA viral, que son generados por la

transcriptasa del huésped.

Por ultimo, los fragmentos de mRNA viral sintetizados en el proceso anterior, migran al
citoplasma, donde los ribosomas del huésped realizan el proceso de traduccion y conforman
proteinas largas que, por medio de accion de la proteasa viral (PT), seran fragmentadas en
segmentos mas cortos. Estas formaran posteriormente el nucleo viral. Este paso es crucial para
la creacién de virus infecciosos ya que después se ensamblarén los elementos del nicleo viral
(dos cadenas de RNA viral y la maquinaria enzimatica) con ayuda de estas proteinas cortas y
que después formaran la capside del virus, que dejara la célula donde adquirird una envoltura

para iniciar un nuevo proceso infeccioso.
1.2 Estructura de la Transcriptasa Reversa (RT) del VIH-1

La transcriptasa reversa (RT) del VIH-1 es una proteina heterodimérica asimétrica de 117 kDa
compuesta de dos subunidades relacionadas, p66 y p51. La subunidad mas grande p66 (66
kDa) estd conformada por 560 aminoacidos y esta compuesta por dos dominios cataliticos
espacialmente distintos conocidos como polimerasa y RNasa H. EI dominio polimerasa esta
compuesto por cuatro subdominios: dedos (residuos 1-85 y 118-155), palma (residuos 86-117
y 156-237), pulgar (238-318) y conexion (319-426). La subunidad p51 estd compuesta por 440
aminoacidos y se pliega en los mismos cuatro subdominios que p66, sin embargo las
posiciones de los subdominios entre si son diferentes en p66 y p51. La subunidad p51tiene un
papel mas bien estructural y de soporte para los sitios activos en p66. Se dice que ambas

subunidades estan relacionadas, ya que comparten 440 aminoacidos en su secuencia que



corresponden a la subunidad p51 y los restantes corresponden sélo a la subunidad p66 (120
aminoacidos) [3,6,7], (Fig. 3).
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Figura 3. Estructura de la transcriptasa reversa (RT) del VIH-1 [8].

1.3 Tipos de tratamiento contra el VIH-1

Las terapias contra el VVIH-1 revolucionaron los tratamientos anti-SIDA desde mediados de la
década de los noventa del siglo pasado hasta nuestros dias gracias al desarrollo de inhibidores
para tres enzimas esenciales del VIH-1: la transcriptas reversa (RT), la integrasa (IN) y la
proteasa (PT), ademas de la introduccién de regimenes combinatorios de farmacos que
potencializan la eficacia y duracion de la terapia. El estandar en el tratamiento de VIH-1 ha
evolucionado de una monoterapia antiretroviral hasta una terapia combinatoria (“cocktail”’) de
varios tipos de farmacos (terapia HAART), con el fin de reducir la carga viral plasmatica
mediante la supresion de la replicacion del DNA, lo que resulta en una reconstitucion del

sistema inmune [9].

La RT es un blanco clave en el desarrollo de terapias antiretrovirales debido a su papel central
dentro del ciclo de vida del VIH. Existen dos clasificaciones principales de las terapias
antiretrovirales: (a) los Nucleosidos Inhibidores de la RT (NRTIs) que inhiben la funcion del
sitio catalitico de DNA polimerasa (POL) mediante la inclusion de estructuras no funcionales

analogas a los nucledsidos que se parean con la cadena plantilla impidiendo la polimerizacién



de las cadenas de doble hélice de DNA/RNA y/o de DNA, y (b) los Inhibidores No
Nucleésidos de la RT (NNRTIs) [1,3]. Ambos forman parte del esquema de terapia

combinatoria, previamente mencionada [9].

A pesar de que este régimen terapéutico obtuvo buenos resultados, se observd que una porcion
significante de pacientes no obtuvo los beneficios esperados, esto debido a que el virus
presentO resistencia a los farmacos disponibles en ese entonces, como consecuencia de la
monoterapia o tratamientos con efectos por debajo de los 6ptimos. Debido a este problema, en
afios recientes se han desarrollado varias moléculas con mejores perfiles ante la resistencia,
entre los cuales se encuentran varios NNRTIs que fueron descritos por primera vez en la
década de los noventa del siglo pasado y que actualmente siguen representando una terapia
importante en los pacientes, por lo que se siguen desarrollando nuevas moléculas con este

mecanismo de accion [10].
1.3.1 Mecanismo de accion de los Inhibidores No Nucleosidos de la RT (NNRTIs)

Los NNRTIs son inhibidores no competitivos ya que no interfieren de manera directa con la
unién de los mondmeros que constituyen el DNA o desoxirribonucle6tidos trifosfato (ANTPs)
[11]. El mecanismo de inhibicion de los NNRTIs consiste principalmente en el acoplamiento y
alineacion de estas moléculas en un sitio alostérico de union conocido como Bolsa de Union a
NNRTIs (NNIBP, por sus siglas en inglés). La NNIBP es una region hidrofébica, adyacente al
sitio activo de la polimerasa a una distancia aproximada de 10 A, localizada en el subdominio
“palma” de la subunidad p66 y parte de la subunidad p51. La union de los NNRTIs a este sito
induce un cambio conformacional que provoca la reduccién en la flexibilidad natural de la
enzima, impidiendo el cierre de los subdominios “dedos” y “pulgar” [11] (Fig. 3). Existe
evidencia estructural que sugiere que la union de NNRTI a la NNIBP afecta la conformacion
de los carboxilatos cataliticos (residuos D110, D185 y D186) que unen los cofactores

metalicos (iones divalentes Mg*?) impidiendo la sintesis de DNA.
1.3.1.1 Mecanismo de resistencia a NNRTIs

El surgimiento de la primera generacion de farmacos inhibidores de VIH-1 tuvo una buena
eficacia terapéutica durante un tiempo considerable para los pacientes infectados con el virus

silvestre (WT-VIH-1). Estos medicamentos de primera generacion (nevirapine, delaviridine) y



de segunda generacion (efavirenz) presentaron una menor efectividad frente a un set de formas
mutantes resistentes de la RT del VIH-1, clinicamente mas relevantes (Y188C, Y181C,
K103N y L100I). Estas mutaciones han dado lugar a niveles altos de resistencia ante los
actuales NNRTIs. Otras mutaciones de resistencia que se han descrito son K101E, V106A,
V179D, Y188L, G190A y P263L.

Existen tres tipos diferentes de resistencia hacia los medicamentos generados por las

mutaciones:

- Pérdida/cambio en las interacciones hidrofébicas: Este tipo de resistencia se
presenta en el ndcleo hidrofobico de la NNBIP cuando los residuos que contienen
anillos aromaticos, responsables de la interaccion especifica con los NNRTIs, sufren
mutaciones que ocasionan la disminucion o pérdida total de las interacciones
hidrofébicas. Las mutaciones que generan esta resistencia son Y181C, Y188L y
F227L.

- Impedimento estérico: Los residuos L100 y G190, que se encuentran en la region
central de la NNBIP, cuando sufren mutaciones tienden a causar altos niveles de
resistencia. Las mutaciones antes descritas (L1001 y G190A) provocan un cambio en la
forma de la NNIBP que impide la interaccién con los NNRTIs.

- Mutaciones en la entrada de la bolsa: Las mutaciones en K103N y KI101E,
localizadas en el borde de NNIBP, provocan que las cadenas de estos aminoacidos, al

apuntar hacia afuera, impidan la entrada de los NNRTIs al interior de la bolsa [9].

1.4 Disefio racional de farmacos

La mayor parte de la investigacion moderna enfocada al descubrimiento y disefio de nuevos
farmacos tiene como objetivo principal la bdsqueda de nuevas moléculas con actividad
biolégica sobre blancos moleculares especificos, tales como proteinas, acidos nucléicos,
carbohidratos y lipidos, o la busqueda de actividad biologica no descrita de moléculas ya

conocidas, conjuntando un esfuerzo multidisciplinario en el que areas como la quimica
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medicinal, la cristalografia y la quimica computacional realizan aportaciones importantes para

dicho objetivo; y a su vez, que esta actividad bioldgica, sea terapéutica.

Las metodologias computacionales, junto con la dilucidacion de las estructuras
tridimensionales (3D) de los blancos moleculares, se han convertido en componentes clave en
el campo del descubrimiento y disefio racional de farmacos [12]. Actualmente, dos de las
técnicas mas aplicadas en el descubrimiento de farmacos son la quimica computacional y el
modelado molecular las cuales tienen por objetivo la racionalizacion y estimacion de las
propiedades de las moléculas y sus interacciones con el blanco molecular, asi como identificar
y caracterizar la potencial interaccion entre la proteina y el nuevo ligando creando modelos y
simulaciones que permitan la prediccion del posicionamiento del ligando elegido mediante el
uso de algoritmos computacionales basados en la estructura de la proteina blanco y/o sitio de
unién conocido de la misma [12]. Los ligandos pueden ser moléculas conocidas en las que se
pretende optimizar la interaccion con la proteina mediante modificaciones a su estructura, dar
un nuevo uso terapéutico en otra proteina blanco o para disefiar nuevas moléculas basadas en
las interacciones que se pueden encontrar en los sitios de union de la proteina blanco (anélisis

virtual basado en estructuras) [5].
1.4.1 Modelado molecular

El modelado molecular es una herramienta computacional basada en algoritmos que calculan
propiedades, datos estructurales y energéticos de las moléculas. Estos calculos pueden basarse

en las leyes de la fisica (mecanica molecular) o en métodos mecanocuanticos.

Para realizar el modelado, es necesario representar la molécula. EI programa de modelado la
transformara en una estructura en tres dimensiones y después corregira la estructura mediante
minimizacién energética. Este proceso consiste en corregir la estructura mediante el calculo de
la energia inicial de la molecula variando las longitudes y los angulos de enlace hasta llegar a
un momento en que las variaciones en la estructura no suponen cambios en la energia (energia
estérica minima). En ocasiones se llega a minimos locales que no corresponden con la
conformacién absoluta de minima energia (curva de energia). Estos programas permiten medir
las longitudes de enlace, angulos de enlace y angulos diedros, es decir, energia estérica que es

util para comparar distintas conformaciones de la misma molécula [12].
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1.4.2 Anélisis conformacional

El andlisis conformacional comprende el estudio de los arreglos atomicos espaciales
intramoleculares que pueden ser interconvertibles por rotacion alrededor de enlaces simples y
su influencia sobre las propiedades de la molécula. Al realizar un analisis conformacional por
lo general arroja mas de un resultado (numero de conférmeros) que ayudan a identificar la
conformacién de minima energia de la molécula, es decir la de mayor estabilidad. Mediante
una minimizacién de la energia se puede llegar a una conformacion estable. Si se establece un
minimo local, se necesita suministrar energia para superar la barrera energética que haga llegar
a la conformacion mas estable. Para identificar la conformacion mas estable hay que generar
varias conformaciones y comparar sus energias estéricas. Esto se puede conseguir por dos
métodos: a) Dinamica molecular y b) Rotacidn secuencial de enlaces. Para calcular y predecir
otras propiedades moleculares es necesario tener en cuenta los electrones de la molécula. Para
ello, se recurre a métodos mecanocuanticos que realizan célculos empleando un programa de

calculos semiempiricos, que no se discutiran en el presente trabajo [12].
1.4.3 Estudios de docking molecular

En el campo del modelado molecular, la metodologia conocida como “docking” o
acoplamiento molecular, permite predecir el posicionamiento de un ligando (conformacion y
orientacion) dentro de un sitio de unién en un blanco mediante la formacion de un complejo
estable [12]. El docking tiene dos objetivos generales: generar un modelado estructural exacto
en la interaccion y una correcta prediccion de la actividad. Es una metodologia muy utilizada
cuando se conoce la estructura de la proteina blanco, el sitio activo y/o sitio de union, que
pretende encontrar compuestos suficientemente especificos que modulen el blanco molecular

seleccionado para obtener un efecto terapéutico.

Existen varios métodos computarizados que permiten simular las posibles formas de union a la
molécula blanco elegida. Un ejemplo son los anélisis docking moleculares primarios de alto
rendimiento, que son utilizados, primordialmente, como una herramienta para identificar una
potencial union entre una pequefia molécula y una proteina mediante una exploracion
exhaustiva de las posiciones relativas ligando-proteina y donde se evallan las interacciones

intermoleculares en cada posicion explorada [12]. Los resultados de esta exploracion arrojan
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una coleccidn de posibles conformaciones de acoplamiento ligando-proteina, que el programa
ordena de acuerdo con el valor que la funcién de su evaluacion le asigno a cada solucion. Esta

asignacion es conocida como “scoring”.

Estos dos procesos consecutivos se han podido resolver de muy diversas formas gracias a los
softwares disponibles para realizar estudios de docking molecular (p. ej. Ligand Scout,
Autodock) y/o gracias al uso de bases de datos disponibles de uso publico (p. ej. Swiss Dock,
Swiss Target Prediction). El objetivo de una funcion de evaluacién (scoring function) es la de
clasificar y discriminar, mediante calculos, las soluciones correctas de interaccion (posiciones
con una baja desviacion estdndar -“RMSD”- con respecto a la posicion cristalogréfica) y el
resto de las soluciones calculadas, mediante el calculo de una estimacion de energia de union
del complejo ligando-receptor en cada posicion. Estas fuerzas estan determinadas por la suma
de fuerzas intermoleculares que no participan en los enlaces (van deer Waals, interaccién por

puente de hidrégeno y/o electrostaticas) y que mantienen unido al complejo.

En los estudios de docking molecular se parte de un complejo cristalizado enzima-ligando,
cuyos datos geométricos se pueden obtener de la base de datos Brookhaven (‘“Protein Data
Bank”, PDB) donde se describen y recaban todas las estructuras obtenidas experimentalmente.
De esta manera, los programas realizan una aproximacion de las interacciones entre moléculas

nuevas sobre la forma tridimensional de la proteina [12].
1.4.4 Diseiio de NNRTIs

Una de las principales cuestiones a considerar en el disefio computacional de nuevos NNRTIs
es la incorporacion de la flexibilidad inherente de la NNIBP. Esto es especialmente crucial en
el proceso de unién ligando-proteina, cuando se induce un ajuste que conduce a un reacomodo
estructural de la RT. Aunque los métodos actuales computacionales docking trabajan con
ligandos flexibles, la dificultad radica en lidiar con la flexibilidad de la proteina blanco (RT).
A la fecha, los avances en la quimica medicinal de NNRTIs se han valido del uso del disefio

basado en ligando.

La flexibilidad de NNIBP ha dirigido el disefio de NNRTIs de tal manera que existe una gran
diversidad estructural entre ellos, lo que provee una amplia oportunidad en el descubrimiento

de nuevas moléculas. Aunque los NNRTIs tienen gran variedad estructural y quimica, el tipo
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de unién a NNIBP ocurre de manera similar y en un proceso mas o menos idéntico entre ellos,
lo que provee informacion valiosa en el campo de disefio de farmacos. También, gracias a los
esfuerzos continuos en el desarrollo de herramientas computacionales y el incremento en la
informacién estructural de la RT, la coordinacion de areas multidisciplinarias, tales como
quimica medicinal, biologia estructural y quimica computacional; han provisto de poderosas
estrategias para afrontar la flexibilidad de NNIBP e identificar nuevas moléculas contra la
WT-RT (<wild type> WT) y sus variaciones mutadas, ademas de mejorar el perfil

farmacocinético.

Para el disefio de nuevos NNRTIs se consideran los siguientes criterios: (a) alto nivel de
actividad ante mutaciones claves en los que otros NNRTIs presentan resistencia; (b) alta

biodisponibilidad y potencia; (c) baja toxicidad; y (d) facil sintesis y formulacion.

Otro aspecto a considerar en el disefio de NNRTIs, es el tamafio y volumen de la NNIBP, ya
que ésta es afectada en gran medida por los posicionamientos de las estructuras secundarias
B10 (residuos del 232 al 234) y B11 (residuos del 239 al 241) y el movimiento de horquilla-
lazo (“hairpin-loop™) P236.

1.4.5 Modelado farmacoférico de NNRTIs

Gracias al uso de las herramientas de modelado molecular, cristalografia de rayos X con
varios ligandos y al andlisis de la diversidad estructural de los NNRTIs, se ha propuesto un
modelo tridimensional comun para los NNRTIs basado en las moléculas conocidas que han
presentado actividad inhibitoria comprobada [9], que contemplan los elementos estructurales
determinantes en la actividad anti-VIH: un dominio central hidrofilico (“cuerpo”) al que se le
anexan dos dominios hidrofébicos (“alas™). Aunque no existe un patron estructural definido
entre los NNRTIs, estos contienen fragmentos ubicuos en sus estructuras que incluyen: (a)
sistemas aromaticos (normalmente sustituidos con un halégeno) que participa en interacciones
n-n, (b) grupos amina, amida o tioamida capaces de crear interacciones de puente de
hidrogeno (como donadores o aceptores) y (¢) una 0 mas cadenas alifaticas que participan en
interacciones hidrofébicas. Todas estas estructuras ubicuas se han modelado en una
disposicion espacial comun, que derivé en el modelo farmacoférico conocido como modelo de

mariposa. El modelo farmacoforico trdimensional muestra la disposicion de los tres dominios
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caracteristicos donde el dominio hidrofilico se mantiene en el centro (que puede ser un grupo

amida o tioamida) y los dos motivos hidrofébicos (Fig. 4).

Dominio hidrofilico
4‘% 9.12-9.44 A
14 - 11&

.) 4.26-7-6 A .

Dominio lipofilico Dominio lipofilico

Figura 4. Estructura de mariposa. Se muestran las regiones principales del “esqueleto
privilegiado” de los NNRTIs VIH-1 [3].

Algunos ejemplos de estructuras de NNRTIs basadas en el modelo de mariposa son

nevirapina, efavirenz, trovirdina, lovirida y delaviridina (Fig. 5).
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Figura 5. Ejemplos de NNRTIs basados en la estructura de mariposa [3].
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2. JUSTIFICACION

Una de las principales causas de fracaso al tratamiento contra el VIH-1 es la aparicion de
resistencia debida a mutaciones en el genoma viral, que se traducen en una disminucion de la
sensibilidad del VIH-1 a uno o méas farmacos. Por ello es necesario el desarrollo de nuevos
medicamentos para el tratamiento contra el VIH-1.

3. HIPOTESIS

Debido a que la transcriptasa reversa (RT) juega un papel relevante en el control de la
replicacion del VIH-1, la RT es uno de los blancos terapéuticos mas atractivos para el

desarrollo de farmacos anti-retrovirales, tales como los NNRTIs.

Una caracteristica importante como criterio para el desarrollo de farmacos NNRTIs es la
estructura conocida como “mariposa”, que ha demostrado ser un factor relevante para la
interaccion con la RT. Por ello, ligandos derivados del g2-triptofano cuyo esqueleto de
“mariposa” contenga una funcién amida como centro hidrofilico y unas “alas” hidrofobicas

compuestas por sistemas heterociclicos aromaticos interaccionaran con la RT.
4. OBJETIVO GENERAL

Predecir la posible actividad farmacoldgica de una serie de amidas derivadas del s2-triptéfano
como inhibidores no nucléosidos de la transcriptasa reversa (NNRTIs) del VIH-1 haciendo uso
del modelado molecular. Determinar la energia de union del complejo ligando-enzima por

docking molecular y sintetizar el compuesto con mejor afinidad.

4.1 Objetivos particulares
a)  Realizar el andlisis de modelado molecular de los ligandos 1-3 derivados del -
triptéfano (Fig. 6) y caracterizar las interacciones con la enzima RT-VIH-1 (PDB codigo

1KLM) mediante docking molecular y andlisis farmacoférico.
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Figura 6. Estructura de las amidas 1-3 derivadas del s2-triptéfano.

Sintetizar el compuesto con mayor afinidad y realizar la caracterizacion de las
estructuras de los productos finales e intermediarios por métodos cristalograficos y
espectrograficos que incluyen resonancia magnética nuclear (RMN) y espectrometria de
masa (EM).



17

5. RESULTADOS Y DISCUSION
5.1 Modelado molecular de las amidas 1-3

Las propiedades estructurales de los NNRTIs determinan en gran medida su eficiencia
terapéutica potencial. Por ello, el conocimiento de su flexibilidad y de sus propiedades
conformacionales puede ser importante para la interpretacion de las interacciones ligando-
receptor. El disefio de nuevos NNRTIs debe considerar estructuras con una libertad
conformacional que permita adaptarse a las diferentes conformaciones de la bolsa de unién
NNIBP vy, al mismo tiempo, debe contener caracteristicas quimicas adecuadas capaces de

interactuar con residuos altamente conservados tales como, Lys103, Tyr181 Tyr188 y Trp229.
5.1.1 Analisis y optimizacion conformacional

Se realizo el modelado molecular de una serie de amidas 1-3 derivadas del g?-triptofano que
incorporan ya sea el grupo hidrofébico pirimidinil (1 y 2) o el grupo ambivalente
hidrofilico/hidrfobico benzimidazolil (3) a la estructura base del p2-triptéfano. El &cido
carboxilico del g?triptéfano puede encontrase como un derivado de una amida ciclica (1) o

aciclica (2 y 3) y en este caso el grupo esta acetilado.

Con la finalidad de determinar la flexibilidad inherente de cada una de las moléculas 1-3,
teniendo en cuenta que el analisis en fase acuosa simula mejor el medio ambiente bioldgico, la
busqueda conformacional se realizd en presencia de un entorno acuoso utilizando el método
MMFFaq de perturbacion de energia libre implementado en simulaciones de Monte Carlo. Los
calculos se realizaron utilizando el programa Spartan 14 [13]. Las optimizaciones de la
geometria se realizaron utilizando el programa Gaussian 09 a nivel DFT aplicando el sistema
B3LYP funcional y 6-31G+(d,p) basado en el modelo continuo polarizable (CPM) de Tomasi
y la constante dieléctrica del agua a 298.15 K (g = 78.4) [14-17].

La representacion de las estructuras 3D energéticamente mas estables de 1-3 en presencia de
disolvente acuoso implicito (simulando condiciones fisioldgicas) y su caracterizacion (los
valores absolutos para los conférmeros de méas baja energia de Gibbs, las energias de Gibbs
entre los conférmeros, expresadas en términos relativos y las respectivas fracciones molares

dadas por las poblaciones de Boltzmann) se presentan en las Tablas 1, 2y 4.
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La basqueda conformacional inicial de 1 generé un total de 4 conférmeros dentro de las
primeras 3.1 kcal/mol (100% de la poblacién), que fueron optimizados usando el método DFT.
En la Tabla 1 se muestran las geometrias de los cuatro conformeros optimizados C1-C4 de 1,
en donde se observa que todas ellas adoptan la conformacion de mariposa caracteristica de
muchos NNRTIs (Tabla 1). Se encontr6 que la geometria de la molécula esta determinada por
la flexibilidad limitada del anillo central de pirimidona y el giro restringido de los anillos de
pirimidina e indol alrededor de los enlaces simples N3-C2' y C5-C3" que conectan a estos

anillos con la pirimidona (para numeracion ver Fig. 6, Seccion 4.1).

Tabla 1. Geometria, valores absolutos de energias de Gibbs (G), energias relativas de Gibbs
(Erel) y distribucion de Boltzmann (%) para los conformeros de minima energia C1-C4 en

solucién acuosa de 12

C1 C2 C3 C4

Conférmero G (Hartrees) Erer (kcal/mol) Distribucion de
Boltzmann
C1 -1005.911626 0.000 47.76
C2 -1005.911210 0.261 30.74
C3 -1005.910842 0.492 20.82
C4 -1005.907614 2.518 0.68

3 Método DFT B3LYP (CPM).

En el caso de la busqueda conformacional de 2 por mecanica molecular (MMFFaq), ésta se
realizd restringiendo la geometria de los dos grupos amida de 2 en un arreglo trans,
considerando que la conformacion trans en amidas es mas estable en alrededor de 3 kcal/mol
con respecto a la conformacion cis y que la barrera energética de isomerizacion cis/trans es
significativamente alta, con un valor de 15-20 kcal/mol [18-20]. En estas condiciones, el

analisis generd 6 conférmeros dentro de las primeras 2.1 kcal/mol (99.6% de la poblacion),
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que después de su optimizacién por el método DFT se redujo a 4 minimos conformacionales
C1-C4. En la Tabla 2 se indican las geometrias de los 4 conformeros optimizados C1-C4 de 2,
que se generan por el giro alrededor de los enlaces simples C2-C3, C2-C3’' y C3-N4 (para
numeracion ver Fig. 6, Seccion 4.1), como se constata de los valores determinados para los
angulos diedro H2-C2-C3-H3a, H2-C2-C3'-C2' y H3a-C3-N4-H4 (Tabla 3).

Tabla 2. Geometria, valores absolutos de energias de Gibbs (E), energias relativas de Gibbs
(Erel) y distribuciéon de Boltzmann (%) para los conformeros de minima energia C1-C4 en

solucién acuosa de 2.

C1 C2 C3 C4
Conférmero E (Hartrees) Erer (kcal/mol) Distribucion de
Boltzmann
C1 -1082.39435 0.000 57.31
C2 -1082.39355 0.505 24.43
C3 -1082.39302 0.837 13.95
C4 -1082.39191 1.533 4.31

3 Método DFT B3LYP (CPM).

Tabla 3. Angulos diedros selectos (£,°) para los conférmeros de minima energia C1-C4 de 2.

Z C1 C2 C3 C4
H2-C2-C3-H3a 60.97 57.32 174.92 179.36
H2-C2-C3-N4 -59.06 -57.54 66.48 35.53
H2-C2-C3'-C2’ -179.45 5.16 6.45 -169.22

H3a-C3-N4-H4 153.98 149.21 -54.10 -37.16
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La busqueda conformacional por mecénica molecular (MMFFagq) de la molécula 3,
manteniendo la restriccidn de los grupos amida en un arreglo trans, gener6 5 conférmeros C1-
C5 (de un total de 41, después de eliminar las estructuras duplicadas) dentro de las primeras
2.1 kcal/mol que contribuyeron con el 99.1% de la poblacion total (Tabla 4). La optimizacién

por el método DFT condujo a un unico minimo conformacional C1 (Tabla 5).

Tabla 4. Geometria, valores absolutos de energias de Gibbs (E), energias relativas de Gibbs
(Erer) y distribucion de Boltzmann (%) para los conférmeros de minima energia C1-C7 en

solucién acuosa de 32

C3 C4 C5

Conférmero E (kcal/mol)  Ere (kcal/mol)  Distribucion de

Boltzmann
Cl -29.764 0 0.464
C2 -29.319 0.445 0.437
C3 -28.112 1.652 0.057
C4 -27.928 1.836 0.020
C5 -27.682 2.082 0.013

aMétodo MMFFaq.
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Tabla 5. Geometria, valor absoluto de la energia de Gibbs (E), energia relativa de Gibbs (Erer)

y distribucién de Boltzmann (%) para el conférmero C1 en solucion acuosa de 3.2

Cl
Conférmero E (Hartrees) Erer (kcal/mol) Distribucion de
Boltzmann
C1l -1237.28905726 0.00 100.00

4 Método DFT B3LYP (CPM).

5.1.2 Anadlisis de docking molecular

Se realiz6 un estudio de docking molecular de los ligandos 1-3, utilizando el método
computacional automatico Autodock 4 [21], con el fin de determinar la energia de afinidad, las
interacciones enlazantes principales, asi como las respectivas conformaciones espaciales del
complejo enzima-ligando. La region de analisis se delimité a la bolsa de union a NNRTIs de la
RT (NNIBP), la estructura de la NNIBP se obtuvo del <Protein Data Bank> (PDB cddigo
1KLM), utilizando la proteina rigida y el ligando flexible.

Para probar la exactitud del método seleccionado, es decir para asegurar que la orientacion de
los ligandos 1-3 y la posicion obtenida de los estudios docking son validos y representan de
manera razonable los modos de unién de 1-3, los parametros de docking del programa
Autodock 4 fueron validados para la estructura cristalina de la RT del VIH cocristalizada con
delaviridina (Fig. 7), en donde la energia de interaccién del complejo de -12.50 kcal/mol se
calculo usando el programa Autodock 4. El procedimiento consistio en retirar el ligando
(delaviridina) del archivo original de coordenadas de rayos X para ser acoplado nuevamente
de manera flexible en la bolsa de union de la RT. Los resultados del control docking
demostraron que el programa Autodock 4 definid la orientacién éptima del inhibidor acoplado

(delaviridina) proxima a la orientacion original encontrada en el cristal (Fig. 7). La desviacion
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RMS de s6lo 0.59 A entre las coordenadas del ligando cristalino y el docking indican una muy

buena alineacion de las posiciones experimentales y calculadas.

Como se observa en la Fig 7, los aminoacidos mas importantes involucrados en las
interacciones hidrofdbicas en el bolsillo de union de la RT con NNRTI son Leul00, Val106,
Vall79, Tyrl81, Tyrl88, Phe227, Trp229 y Leu 234 mientras que Lys101, Lys103 y Glul38

(subunidad P51), pueden ser responsables de las interacciones de puente de hidrégeno [22].

Lys103A

Vall06A 0
Pro236A o
His2354

//l\

Tyr181A Tyr18g8A

Figura 7. (a) Estructura del sitio NNIBP de RT obtenida por cristalografia por rayos-X del
complejo RT-delaviridina y contactos criticos (cédigo PDB 1KLM). (b) Estructura 3D del sitio

de union NNIBP de RT sin el ligando. (c) Proyeccion 2D de los residuos de contacto critico de
delaviridin en NNIBP [23].

Las principales interacciones enlazantes para cada ligando 1-3 en el sitio NNIBP se
representaron mediante la generacion de clusters clasificados segin su energia usando una

tolerancia de 2.0 A. El anlisis jerarquico de cada uno de los clusters, realizado sobre 100
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corridas docking independientes, mostro que las conformaciones obtenidas se pueden agrupar
en 2 a 4 grupos geométricos prevalentes para cada molécula asociados a la frecuencia de
ocurrencia (foc) mas alta y, por lo tanto, con menos costo en la pérdida de entropia
conformacional en la formacion del complejo acorde con las energias de interaccion. Los
experimentos se realizaron sin moléculas de agua en el sitio alostérico. El analisis de cada
ligando generd 19 poses para el ligando 1 agrupadas en 2 clusters, 10 poses para el ligando 2
agrupadas en 3 clusters y 10 poses para el ligando 3 agrupadas en 4 clusters (Fig. 8). Para
seleccionar la mejor pose para cada ligando se considero la energia de union del complejo
(menor energia de union entre todas las poses obtenidas), que en este caso coincide con la
pose que ocupa la primera posicion dentro del cluster mas poblado.
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Figura 8. Clusters generados por exploracién docking de los ligandos 1 (a), 2 (b) y 3 (c).
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En todos los casos analizados los clusters ocuparon el bolsillo de union alostérica de la RT
pero con poses de unidn diferentes. En la Figura 9a-c se muestran las poses de acoplamiento

de los ligandos 1-3 con la energia libre de unién més baja en el complejo RT-ligando.

Como se observa en la Figura 9a, la conformacion docking del ligando 1 muestra que los
electrones-m no compartidos del atomo de nitrégeno sp>-N del anillo central de pirimidinona
de 1 forman un puente de hidrégeno del tipo N---H-N con el atomo de hidrégeno del grupo
hidroxilo del residuo Lys103, en tanto que el anillo de indol interactda hidréfobamente con los
residuos Leul00, Tyrl88 y Tyr318. Estos contactos hidrofobos deben contribuir
significativamente a la estabilizacién del complejo, cuya energia de unién calculada es de -
8.70 kcal/mol. La conformacién docking del ligando 2 evidencia un modo de unién localizado
en el bolsillo alostérico de la RT (Fig. 9b), aunque difiere del encontrado para el ligando 1. En
el ligando 2, el anillo de pirimidina esta orientado hacia un canal formado entre los residuos
hidrofobos Leul00, Tyrl81, Tyrl88 y Trp229. La sustitucion del anillo de pirimidinona por
grupos amida favorece la formacion de dos puentes de hidrégeno, uno de tipo O---H-O entre
el grupo carbonilo de la cadena etilamido y el &tomo de oxigeno del residuo Try318 y el otro
puente de tipo N---H-N entre el &tomo de nitrégeno de la cadena etilamido y el &omo de
hidrégeno del grupo amino del residuo Lys103. El anillo de indol de la molécula 2 interactta
hidrofobamente con los residuos Leul00, Tyr188 y Tyr318. La energia de union calculada es
de -9.93 kcal/mol. El analisis docking del ligando 3 (Fig. 9¢) muestra que la sustitucion del
grupo pirimidinil, presente en 2, por un grupo benzimidazolil reorienta al ligando en el bolsillo
alostérico de la RT, de tal manera que es ahora el anillo de indol el que interactla
hidrofobamente con los residuos Val106, Vall179, Tyrl81 y Tyrl88, en tanto que el atomo de
nitrogeno sp>-N del anillo de benzimidazol forma un puente de hidrégeno del tipo N---H-N
con el &tomo de hidrégeno del grupo amino del residuo Lys103. La posible explicacion de los
diferentes modos de unidn de los compuestos 2 y 3 puede ser la diferencia en la hidrofobicidad
de los anillos de pirimidina y de indol comparados con el anillo menos hidrofébico de
benzimidazol y por ello responsable de la reorientacion del anillo de indol de 3 en el canal
formado por residuos hidrofobos. La energia de union calculada para este complejo fue de -
10.17 kcal/mol.
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Figura 9a-c. Conformacién docking en el bolsillo alostérico de la RT del ligando 1 (a), del
ligando 2 (b) y del ligando 3 (c). Los enlaces por puente de hidrégeno se representan como

lineas punteadas en verde.
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5.1.3 Alineamiento de los conférmeros C1y Cp
Una vez efectuados los analisis docking, se realizd el aislamiento virtual in silico de las
estructuras 3D de los ligandos 1-3 del complejo RT-ligando (Autodock 4), denominadas en lo

sucesivo Cp (Fig. 10).

1 2 3 delaviridina

Figura 10. Conformacion Cp de los ligandos 1-3 y de la delaviridina sustraida del archivo de

coordenadas de rayos-X del complejo RT-delaviridina.

Con la finalidad de determinar si la geometria del conférmero energéticamente mas estable
(C1) de los ligandos 1-3 obtenida por calculos DFT coincide con aquella derivada del docking
molecular (Cp, Fig. 10) se realiz6 el alineamiento correspondiente para cada par usando la
funcién “Ensemble Match” del programa UCSF Chimera. Esta funcién evalla todos los
grupos de coordenadas a comparar entre dos moléculas con el mismo nimero de atomos, en
donde el valor RMS indica la desviacion resultante de la sobreposicién entre los puntos de
coincidencia generados y la diferencia entre los puntos en los que no hubo coincidencia con
respecto a la referencia establecida (conférmeros obtenidos en los analisis docking). Como se
observa en la Figura 11, se obtuvo un buen alineamiento entre los conférmeros C1 y Cp del
ligando 1 (RMS 0.51) atribuido a una restriccion conformacional conferida por el anillo de
pirimidinona. EIl reemplazamiento del anillo de primidona por grupos amida en los ligandos 2
y 3 conduce a un alineamiento menos efectivo, con una desviacion RMS de 0.91 para el

ligando 2 y de hasta 5.43 para el ligando 3.
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Cabe sefialar que no resulta realista asumir que los ligandos siempre se unen al receptor en sus
conformaciones de minima energia ya que la energia libre de asociacion generalmente supera
la energia necesaria para que el ligando sufra un cambio conformacional. Con base en el
analisis antes descrito, se concluye que la superficie energética de los ligandos aislados 1-3 se

perturba en mayor o menor grado por la interaccion con el receptor.

1 (0.51) 2 (0.91) 3 (5.43)

Figura 11. Alineamiento de la estructura 3D aislada del docking molecular Cp (cian) con la
correspondiente debida al conférmero energéticamente mas estable C1 (granate) calculada en

fase acuosa de los ligandos 1-3 (RMSD en paréntesis).

5.1.4 Mapeo farmacoforico y alineacion al modelo de mariposa
El andlisis cualitativo de las estructuras 3D de los ligandos 1-3 aislados del docking molecular
muestra que la restriccion conformacional debida a la presencia del anillo de primidinona en 1
o de los grupos amida en 2 y 3 favorece la conformacion mariposa presente en muchos otros
NNRTI conocidos [3,10]. A continuacién, se discutiran los modelos de farmacdéforos para las
estructuras 3D de los ligandos 1-3, asi como graficos de interaccion 2D obtenidos del
programa LigandScout 3.12 [24].

5.1.4.1 Elementos farmacéforos

El modelo farmacoférico mapeado con el conformero aislado del docking molecular de 1

(Figura 10) contiene potencialmente 4 aceptores de puente de hidrogeno (HBA, esferas rojas)
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debidos a los dos nitrogenos del anillo de pirimidina, el carbonilo y el nitrégeno sp? de la
pirimidona; un donador de puente de hidrégeno (HBD, vector verde) que procede del grupo
NH del indol y dos éareas hidrofobas (H, zonas amarillas) localizadas en el entorno de los

anillos aromaticos (AR, circulos azules) del indol y de la pirimidina.

Como se observa en la Figura 12, el modelo farmacoférico mapeado con el conférmero
aislado del docking molecular de 2 contiene también 4 aceptores de puente de hidrogeno
(HBA) que en este caso son debidos a los dos nitrégenos del anillo de pirimidina y a los dos
carbonilos de los grupos amida; 3 donadores de puente de hidrogeno (HBD) que procede de
los grupos NH del indol y de las amidas y dos &reas hidrofobas (H) localizadas en el entorno

de los anillos aromaticos (AR) del indol y de la pirimidina.

En tanto que el modelo farmacoférico mapeado con el conférmero aislado del docking
molecular de 3 contiene 3 aceptores de puente de hidrogeno (HBA) debidos al nitrogeno sp?
del benzimidazol y a los dos carbonilos de los grupos amida; 4 donadores de puente de
hidrogeno (HBD) debidos a los grupos NH del indol de las dos amidas y del benzimidazol y
dos éareas hidréfobas (H) localizadas en el entorno de los anillos aromaticos (AR) del indol y

del benzimidazol.
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Figura 12. Mapas farmacdforicos 3D de los conférmeros aislados del docking molecular
(panel a) y gréafica esquematica de las potenciales interacciones moleculares 2D de 1-3 usando
LigandScout 3.12 (panel b). Elementos farmacoforos: aceptor de puente de hidrégeno (HBA,
rojo) donador de puente de hidrégeno (HBD, verde) areas hidréfobas (H, amarillo), anillos

aromaticos (AR, azul).
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5.1.4.2 Modelo de mariposa

Para determinar los parametros fisicoquimicos que caracterizan la unién y afinidad de los
ligandos 1-3 con la enzima RT del VIH-1, se analizd la disposicion geométrica de los
elementos farmacoforos de cada ligando (LigandScout 3.12). En la Figura 13 se muestra la
disposicion geométrica de los grupos farmacoforos, las distancias relativas y el angulo
formado entre el elemento HBA y/o HBD vy los elementos H de los modelos generados para

los ligandos 1-3.

De acuerdo con el modelo de mariposa (Fig. 4, seccion 1.4.4), existen dos distancias a
considerar tomando como referencia el cuerpo central hidrofilico (HBA y/o HBD): una
distancia corta (4.2-6.7 A) y una distancia larga (9.1-9.4 A). Otros parametros a considerar son
la distancia comprendida entre los dos elementos hidrofébicos (4.3-7.6 A) y el angulo formado
por las dos regiones hidrofobas en donde el vértice es el elemento hidrofilico (114°-119°) [10].

Figura 13. Distribucion geométrica de los grupos farmacoforos en 1-3. Los elementos
farmacdéforos clave incluyen HBA (rojo), HBD (verde) y H (amarillo). Relacion de distancias

en Ay angulos en grados.

Para el caso del ligando 1, el elemento HBA en el modelo farmacoférico se localizd en el
atomo de nitrégeno sp? del anillo central de pirimidinona. En tanto que el modelo
farmacoférico de 2 presenta dos elementos hidrofilicos formadores de puente de hidrégeno
HBD y HBA que corresponden al grupo NH y al carbonilo de la amina acetilada,

respectivamente, por lo que las mediciones se realizaron a partir de cada uno de ellos. Al igual



31

que en 2, en el modelo farmacoforico de 3 las mediciones se realizaron a partir del cuerpo
central hidrofilico, conformado ya sea por el grupo NH de la amida (elemento HBD) 6 por el
carbonilo de la amina acetilada (elemento HBA). El andlisis de los parametros geométricos de
los modelos farmacoforos generados para los ligandos 1-3 indica que en general cumplen o
son proximos a las especificaciones implicadas en el modelo mariposa, por lo que estos

ligandos se unen virtualmente a la RT del VIH en una conformacion similar a una mariposa.
5.2 Sintesis de la propanamida 3

El andlisis de los resultados de docking molecular de las amidas 1-3 en el bolsillo alostérico de
la enzima RT demostré que el compuesto con mayor afinidad resulté ser la benzimidazolil-3-
acetamidoindolil propanamida 3. Por ello, la propanamida 3 se constituyé en el objetivo de
sintesis. La propanamida 3 puede considerase como una molécula hibrida constituida por dos
sistemas heterociclicos nitrogenados: un p-aminoacido, el p2-triptéfano, y un nicleo de
benzimidazol. En tanto que los analogos del g-triptéfano representan aminoacidos no naturales
que son bloques de construccion importantes para la sintesis de peptidomiméticos, productos
naturales y compuestos biolégicamente activos [25], el benzimidazol exhibe una gama de
actividades bioldgicas [26].

5.2.1 p-amino&cidos

Los S-aminoéacidos son similares a los a-aminoacidos ya que también presentan un grupo
amino y carboxi terminales. Sin embargo, en los S derivados estos grupos se encuentran
separados por dos 4tomos de carbono, tal como se muestra en la Figura 14. Por lo tanto un f-
aminoacido monosustituido puede existir como isémeros R o S tanto para el carbono o (C2)
como para el carbono f# (C3), resultando en un total de cuatro posibles isomeros. Los f-
aminoacidos presentan importantes propiedades farmacologicas y son por ello potentes
herramientas para el desarrollo de nuevos medicamentos. Por ejemplo, los a-hidroxi-g-
aminoacidos se han utilizado en el estudio de la relacion estructura-actividad del sitio activo
de la proteasa VIH-1 para el tratamiento del SIDA [27].
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Figura 14. Clasificacion de los S-aminoécidos.

5.2.2 Andlisis retrosintético

Un método para disefar la sintesis de un compuesto diana consiste en desconectar un enlace
estratégico del compuesto diana para dar dos subestructuras mas pequefias, este método se
denomina retrosintesis. En el caso de la propanamida 3 un enlace estratégico puede ser el
enlace peptidico que conecta la subestructura N-acil-g*triptéfano con el 2-
(aminometil)benzimidazol. Por consiguiente el Gltimo paso en la sintesis de 3 puede ser una
reaccion de condensacion, como se muestra en el Esquema 1. La sintesis de la propanamida 3
serd posible si se prepara el equivalente sintético N-acil-g*triptéfano 4, ya que el 2-

(aminometil)benzimidazol 5 es un producto comercial.

Me (o) OH
y AN
N O Y Me
) IS
: \
H 4

Esquema 1. Anélisis retrosintético de la propanamida 3.

5.2.2.1 Sintesis del equivalente sintético N-acil-g?-triptéfano 4

La sintesis del equivalente sintético N-acil-5-triptofano 4 se inicio a partir del indol 6 usando
metodologias previamente desarrolladas [28] u optimizadas [29] por este grupo de
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investigacion. La primea etapa consistid en la reaccion de formilacion-alquilacion del indol 6
con dietilamina y formaldehido (reaccion de Manich) para dar el 3-(dietilaminometil)indol 7,
que por tratamiento con Mel seguido de KCN dio el 3-acetonitrilindol 8. EI tratamiento de 8
con Na y carbonato de metilo condujo al S-ciano éster 9. La hidrogenacion catalitica de 9 en
presencia de Ni/Raney redujo al grupo ciano a la correspondiente amina primaria, que por
reaccion con anhidrido acético, presente en el medio de reaccion, dio el N-acil-4%-amidodiéster
10. Los compuestos 6-10 son conocidos [29]. A continuacion, el tratamiento de 10 con K.COs
a reflujo de MeOH/H20 condujo al N-acil-g?-triptéfano 4, resultante de la hidrolisis selectiva
del grupo éster y concomitante N-descarboalcoxilacion, con un rendimiento en la dltima etapa
del 78.8% (Esquema 2).

=\ua , NMe, CN
6 \.  NHEL W 1) Mel W
T 1) Mel

2
7a
roen CH20 b 2) KCN N
6 7 H g M
Na
(Me0),CO
COQH COzMe MeOzC
K2CO3 CN
W\ NHAc  MeOH/H,0 \ NHAc  H,/Ni-Raney \
- -
’}1 reflujo ’}‘ Ac,0 ’T‘
4 H 10 CO:2Me g CO2Me

Esquema 2. Sintesis del equivalente sintético N-acil-g>-triptofano 4

5.2.2.2 Elucidacion estructural del N-acil-g?-triptéfano 4

La estructura del N-acil-g*triptfano 4 se determind mediante el analisis de métodos
espectrograficos que incluyen RMN de *H y *3C (Tablas 2 y 3, Anexo), IR, espectrometria de

masa y difraccion de rayos-X (Tabla 1, Anexo).
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5.2.2.2.1 Andlisis por Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La asignacion inequivoca de las resonancias de hidrdgeno y carbono del N-acil-g2-triptofano 4
se realizd por el analisis concertado de los patrones de acoplamiento, desplazamientos
quimicos y datos de RMN 2D de gHSQC y gHMBC. Debido a la baja solubilidad del N-acil-
B2-triptéfano 4 en disolventes poco polares, las mediciones se llevaron a cabo en DMSO-ds y
CD30D. En DMSO-ds la humedad del disolvente oscurecié las sefiales de los hidrogenos
alifaticos del metileno de la cadena, en tanto que en CD3OD las sefiales del hidrogeno &cido

del NH de la amida y del indol intercambiaron con deuterio.

En el espectro de RMN de H en solucion de CD3sOD se observan sefiales entre § 7.8 y 6.9 con
un patron de acoplamiento caracteristico de un benceno orto-disustituido. Las resonancias de
los hidrégenos H4' y H7' aparecen como sefiales dobles anchas en 6 7.66 y 6 7.34,
respectivamente, con constantes de acoplamiento orto de 8.2 Hz. Las resonancias de H5' en ¢
7.01 y H6' en 6 7.10 se observan como sefiales que asemejan a una triple de dobles con
constantes de acoplamiento orto de 8.1y 7.0 Hz y meta de 1.2 Hz. Adicionalmente, en 6 7.17
se presenta una sefial simple que se atribuy6 al hidrogeno H-2'. En la region alifatica se
observan tres resonancias, cada una como sefial doble de dobles, que se asignaron a los
hidrégenos del metino H2 en 6 4.16 (J = 8.4y 6.5 Hz) y del metileno H3en 6 3.76 (J =13.4y
8.6 Hz) yen ¢ 3.62 (J = 13.4 y 6.5 Hz). La sefial simple en ¢ 1.89 se asignd al metilo del grupo
acetamida. El espectro de RMN de *C mostro sefiales caracteristicas de carbonilo en 6 176.8 y
173.6 debidas a los grupos carboxilico y acetamida, respectivamente. Los carbonos CH
aromaticos se asignaron a las resonancias en ¢ 123.8 (C2') 119.7 (C4'), 120.0 (C5'), 122.6
(C6") y 112.4 (C7"). Los carbonos cuaternarios C3’, C3a’ y C7a’ se asignaron a las sefiales en o
111.7, 127.9 y 138.1, respectivamente. Finalmente, Los carbonos alifaticos C2, C3 y COMe
corresponden a las sefiales en ¢ 44.0, 43.2 y 22.5, respectivamente.

En el espectro de RMN de *H en solucién de DMSO-ds se observé una sefial simple ancha en
0 11.00 y una sefal triple ancha en ¢ 8.04 que se asignaron a los hidrégenos NH del indol y de
la acetamida, respectivamente. El resto de las sefiales no se vieron afectadas de manera
significativa por el cambio de disolvente, excepto la sefial de H2' en 6 7.20 que se observa

como una sefial doble (J = 2.4 Hz) por acoplamiento a tres enlaces con el NH del indol. El
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espectro de RMN de *C en solucion de DMSO-ds no mostré cambios significativos con
respecto al obtenido en CD30D.

5.2.2.2.2 Enlace por puente de hidrégeno

A pesar de que los enlaces covalentes presentan una fuerte interaccién molecular (alrededor de
80-100 kcal/mol), las interacciones débiles (no covalentes) son de especial interés en la
quimica medicinal. El enlace por puente de hidrégeno X-H---Y-Z es un enlace electrostatico
de interaccion débil en el que un a&tomo de H electropositivo es un intermediario entre dos
especies electronegativas X y Y acercando espacialmente a ambas especies. Los enlaces por
puente de hidrogeno (los cuales tienen una fuerza tipica de 1 a 7 kcal/mol) son mas fuertes que
las interacciones de Van der Waals, pero mas debiles que los enlaces covalentes o i6nicos
[30]. Aunque las interacciones por puente de hidrégeno presentan una fuerza débil de manera
individual, su importancia radica en la fuerza que aportan de manera acumulada. Los enlaces
por puente de hidrégeno son de extrema relevancia en ramas como la quimica supramolecular,
biologia estructural (proteinas, acidos nucléicos), analisis conformacional, catalisis asimétrica,

disefio de farmacos y en la quimica de reconocimiento molecular.

Desde los albores de este siglo la interaccion entre las moléculas se ha convirtiendo en el tema
mas fascinante en la quimica y la bioquimica. Para que un sistema con interacciones
dinamicas sea eficaz, la energia de una interaccion individual nunca debe ser demasiado
grande; las interacciones fuertes son incompatibles con la naturaleza especifica del
reconocimiento molecular o auto-ensamblado. Por ello, las interacciones méas débiles, mas
suaves y flexibles desempefian la parte central en sistemas dindmicos. Es pertinente en este
sentido sefialar que una selectividad de 1000 a 1 puede ser el resultado de la diferencia en la
energia de Gibbs de solamente 4 kcal mol™,

Los enlaces por puente de hidrogeno comparativamente fuertes, tales como N-H---O, O-H---O
y O-H--:N, son de vital importancia en el plegamiento y conformacion de la estructura
tridimensional de las biomoléculas. Los enlaces puente de hidrégeno "no-clasicos” C-H-:-O,
C-H---N y N-H---w con frecuencia tienen gran influencia en la estabilidad conformacional de

las moléculas. Dentro de estas interacciones débiles, la atraccidén entre un enlace NH y un
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sistema n conocida como interaccion NH---w se ha observado ampliamente en proteinas, sin

embargo, ha sido poco estudiada como interaccion individual [31].

Aunque existen varios grupos funcionales capaces de formar interacciones por puente de
hidrogeno, entre los méas estudiados se encuentran los grupos amida y acido carboxilico,

cualquiera de ellos puede actuar como donador y aceptor de protones [32].
5.2.2.2.3 Analisis por difraccion de rayos-X

En la Figura 15a se muestra la estructura molecular del g-amidoécido 4 obtenida mediante
difraccion de rayos X de un cristal. La estructura del cristal confirmd la asignacién estructural
elucidada por RMN, especificamente la conservacion de la integridad del grupo amida
después de la hidrdlisis selectiva de 10. El p-amidoacido 4 contiene grupos aceptores y
donadores que pueden formar interacciones intra- o intermoleculares por puente de hidrégeno.
Resulta de particular interés mencionar que la celda cristalina unitaria o unidad asimétrica de 4
(es decir, la parte que se repite por operaciones de simetria) consiste de una estructura
trimérica ciclica estabilizada por interacciones intermoleculares tipo puente de hidrégeno, la
geometria de la cual se muestra en la Figura 15b y la Tabla 6. El analisis de la estructura
trimérica confirma la presencia de distancias intermoleculares muy cortas que involucran
interacciones por puente de hidrégeno de ya sea el grupo OH proveniente de acido carboxilico
0 del grupo NH acidico del anillo de indol, caracterizados por una distancia OH--O de
1.622(4) A y una distancia NH-—-O de 1.857(4) A. La distancia NH--O es mds larga que
aquella del puente de hidrogeno OH---O, consistente con una menor acidez del grupo NH del
indol comparado con el grupo OH del &cido carboxilico. En ambos casos, el angulo donador-
hidrégeno---aceptor (O-H-+-O y N-H--O) es mayor de 160°, consistente con una fuerte
interaccion por puente de hidrogeno. Ademas de los puentes de hidrogeno “clasicos™ antes
descritos, en la estructura trimérica ciclica de 4, el proton de la amida esta vinculado con una

interaccion N-H---xt, que apunta directamente al anillo de indol (Figura 15b, Tabla 6).
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Figura 15. (a) Vista elipsoidal térmica (30% de probabilidad) de la estructura cristalografica

determinada por difraccion de rayos X de 4. (b) Estructura trimérica del cristal de 4, que

muestra dos tipos de interaccion por puente de hidrdgeno: la “clasica” con puentes formados

por atomos de oxigeno (trazos en verde) y la “no clasica” formada por el anillo de indol

(trazos en naranja).

Tabla 6. Distancias (d, A) y angulos de enlace (£, °) de puentes hidrégeno intermoleculares

obtenidos de la proyeccion de la celda unitaria del cristal del N-acil-2-triptofano 4

Enlace (X-H-Y) d(X-H) d(H--Y) Z(XHY)
O(13b)-H(13)--0(11) 0.977(4) 1.622(4) 164(4)
N(1)-H(1)--O(13a) 0.978(4) 1.857(4) 167(3)
N(10)-H(10)--C(6) 0.854(3) 2.579(3) 161(2)
N(10)-H(10)--C(7) 0.854(3) 2.779(3) 168(2)
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5.2.3 Formacion del enlace amida

Los enlaces amida juegan un papel importante en la elaboracion y composicion de sistemas
bioldgicos, representando por ejemplo los principales enlaces quimicos que unen los bloques
de construccion de aminoécidos para dar proteinas. Los enlaces amida no se limitan a los
sistemas bioldgicos y estan de hecho presentes en una gran variedad de moléculas, incluyendo

los principales farmacos comercializados.

Los enlaces amida se sintetizan tipicamente a partir de la union de acidos carboxilicos y
aminas. Sin embargo, la condensacién de estos dos grupos funcionales, con la necesaria
eliminacién de agua, no se produce espontaneamente a temperatura ambiente, requiere altas
temperaturas (>200 °C) [33], condiciones tipicamente perjudiciales para la integridad de los
sustratos. Por esta razdn, normalmente es necesario activar primero el acido carboxilico,
proceso que habitualmente se lleva a cabo mediante la conversion del grupo -OH del acido
carboxilico en un buen grupo saliente antes del tratamiento con la amina. Entre estos métodos,
el uso de cloruros de acilo es uno de los mas faciles y econémicos (Esquema 3). Sin embargo,
el valor de los cloruros de acilo en la formacion de amidas es limitado debido a la ocurrencia
de reacciones secundarias tales como racemizacidn, hidrolisis o desproteccion. Por lo tanto, se
han desarrollado una multitud de métodos y estrategias para la formacion del enlace amida
[34].

R! Cl

b

H
R! N
+ R2—NH, —» \n/ R2
o o}

Esquema 3. Acoplamiento de aminas primarias con cloruros de &cido.

5.2.3.1 Sintesis de la benzimidazolil-3-acetamidoindolil propanamida 3

La sintesis de la propanamida 3 se llevé a cabo usando una carbodiimida como agente
acoplante [35]. En este caso se uso la 1-etil-3-(3’-dimetilamino)carbodiimida (EDC) 11 que
reacciond con el &cido carboxilico del derivado del p?-triptéfano 4 para formar el anhidrido

mixto de la O-acilisourea 12. Este intermedio puede entonces reaccionar directamente con la
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amina 5 para producir la amida deseada 3 y el subproducto de urea, la dimetilaminoproil-3-
etilurea 13, que es extremadamente soluble en agua y puede ser eliminada en el tratamiento
acuoso. En nuestro caso, para minimizar la formacion de la N-acilurea 14 no reactiva y evitar
reacciones secundarias, se adiciono el nucledfilo hidroxibenzotriazol (HOBt) 15 que generd a
su vez un intermedio suficientemente activo 16 para acoplarse con el 2-
(aminometil)benzimidazol 5. De esta manera, la benzimidazolil-3-acetamidoindolil
propanamida 3 se obtuvo en un redimiento del 78% a partir del derivado del g*triptofano 4

(Esquema 4).

o]
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Esquema 4. Sintesis de la benzimidazolil-3-acetamidoindolil propanamida 3.
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5.2.3.2 Elucidacion estructural de la benzimidazolil-3-acetamidoindolil
propanamida 3

La estructura de la benzimidazolil-3-acetamidoindolil propanamida 3 se determin6 mediante el
analisis de métodos espectrograficos que incluyen RMN de H y $3C (Tablas 2 y 3, Anexo), IR
y espectrometria de masa.

5.2.3.2.1 Analisis por Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La asignacion inequivoca de las resonancias de hidrogeno y carbono de la benzimidazolil-3-
acetamidoindolil propanamida 3 se realizd por el andlisis concertado de los patrones de
acoplamiento, desplazamientos quimicos y datos de RMN 2D de gHSQC y gHMBC. Debido a
la baja solubilidad de la propanamida 3 en disolventes poco polares, tales como el CDCls, las
mediciones se llevaron a cabo en CD3:OD y DMSO-ds. En DMSO-de la humedad del
disolvente oscurecid las sefiales de los hidrogenos alifaticos del metileno de la cadena, en
tanto que en CD30D las sefiales del hidrogeno acido del NH de la amida, del indol y del

bencimidazol intercambiaron con deuterio.

En el espectro de RMN de 'H en solucion de CD3sOD se observan sefiales entre § 7.7 y 6.9,
con un patron de acoplamiento caracteristico de dos bencenos orto-disustituidos simétrica- y
asimétricamente, debidas a los anillos de bencimidazol e indol, repectivamente. En el caso del
indol, las resonancias de los hidrogenos H4' y H7’ aparecen como una sefial doble ancha en o
7.64 'y o0 7.34 con constante de acoplamiento orto de 8.1 Hz. Las resonancias de H5' en ¢ 7.01
y H6" en ¢ 7.10 muestran en primera instancia un patrén de acoplamiento que asemeja a un
triple de dobles. El analisis detallado de estas sefiales permitié determinar que se trata de un
sistema doble de doble de dobles (ddd) con dos constantes de acoplamiento orto de 8.1y 7.0
Hz y meta de 1.2 Hz. Adicionalmente, en ¢ 7.23 se presenta una sefial simple que se atribuyd

al hidrégeno H-2'.

En el caso del anillo de bencimidazol en solucion de CD30D, la mezcla equi-poblada de dos
tautdbmeros benzimidazolilo idénticos resultantes de una migracion 1,3 de hidrégeno da lugar a
un sistema AA’BB’ en ¢ 7.50 y 7.20 asignadas a los pares de hidrégenos H5"/H6" y H4"[HT",
respectivamente. Esto muestra claramente que los hidrogenos H4"/H7" y los hidrogenos

H5”/H6"” son equivalentes, a consecuencia de un intercambio 1,3 de hidrégeno rapido
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(Esquema 5) [36, 37]. El intercambio es tan rapido que en el espectro de *C las sefiales de los
pares de carbonos C3a"/C7a"”, C4"/C7" y C5"/C6" se observan como sefiales equivalentes en ¢
139.4, 123.6 y 115.8, respectivamente. Cabe sefialar que las sefiales de los pares C3a""/C7a" y

C5"”/C6" son muy anchas (Figura 2, en Anexo).

4" 3" H
5" 3a_ N N
\
o >—2., R o /)R
7a" H N
7

Esquema 5. Tautomeria prototropica 1,3 de bencimidazoles.

En la region alifatica del espectro de 'H de la propanamida 3 en solucion de CDsOD se
observan dos sefiales dobles de un sistema AB en ¢ 4.71y 4.47 (J = 15.8 Hz) que se asignaron
al metileno vecino al bencimidazol y tres resonancias, cada una como sefiales doble de dobles
que se asignaron a los hidrégenos del metino en ¢ 4.15 (J = 8.0 y 6.4 Hz) y del metileno en ¢
3.76 (J =132y 81Hz)yenos 3.62 (J=13.2y 6.4 Hz) de la cadena propanamida. La sefial
simple en ¢ 1.87 se asign6 al metilo del grupo acetamida (Tabla 2 en Anexo). El espectro de
RMN de C mostro sefiales caracteristicas de carbonilo en ¢ 176.0 y 173.6 debidas a los
grupos carboxilico y acetamida, respectivamente. Los carbonos CH aromaticos se asignaron a
las resonancias en ¢ 124.1 (C2') 119.6 (C4’), 120.1 (C5"), 122.7 (C6") y 112.4 (C7'). Los
carbonos cuaternarios C3’, C3a’ y C7a’ se asignaron a las sefales en 0 112.2, 127.9 y 138.1,
respectivamente. En tanto que los carbonos alifaticos C2, C3, C8 y COMe corresponden a las
sefiales en 0 45.0, 43.2 38.4 y 22.5, respectivamente (Tabla 3, en Anexo).

En contraste con lo observado en el espectro de RMN de *H de la propanamida 3 obtenido en
solucion de CD30D, en solucion de DMSO-ds la propanamida 3 presento una sefial ancha en 6
12.14, una sefial doble en ¢ 10.94 (J = 1.8 Hz) y dos sefales triples en ¢ 8.74 y 8.25 que se
asignaron a los hidrogenos NH del bencimidazol, del indol y de las amidas NH-7 y NH-4,
respectivamente. Otros cambios significativos, influenciados por el uso de DMSO-ds como
disolvente, ocurrieron en el patron de acoplamiento de la sefial de H2' que se observd como
una sefial doble en ¢ 7.23 (J = 2.3 Hz) por acoplamiento a tres enlaces con el NH del indol, en
tanto que las sefales de los protones H-8 (parte AB) en ¢ 4.62 (J = 15.8, 6.2 Hz) y en 6 4.37 (J
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= 15.8, 5.0 Hz) mostraron un sistema de 3 espines ABX por acoplamiento con el protén NH-7
(parte X). A su vez, los protones H-3 (parte AB) en ¢ 3.67 y 3.50 mostraron un patrén de
acoplamiento de 4 espines ABMX (Figura 16) por acoplamiento con los protones H-2 (parte
X) y NH-4 (parte M).

HA" HB
‘3 \

4
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2

Figura 16. Sistema de 4 espines ABMX.

En DMSO-ds el equilibrio prototropico 1,3 del anillo de bencimidazol no es tan réapido,
probablemente debido a un puente de hidrogeno intermolecular con el disolvente, tal como lo
demuestra la no equivalencia de las sefiales de los pares de hidrogenos H-4"/H-7"y H-6"/H-7"
que se observan como sefiales anchas en ¢ 7.16, 7.14, 7.47 y 7.53, respectivamente (Tabla 2 en
Anexo). El espectro de RMN de **C corrobora esta situacion, mostrando sefiales distintas para
los carbonos de cada par C-3a""/C-7a"”, C-4"/C-7"y C-5"/C-6" (Tabla 3 en Anexo). El resto de

sefiales no se vieron afectadas de manera significativa por el cambio de disolvente
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6. CONCLUSIONES

Los métodos de modelado molecular actualmente disponibles tienen un papel muy importante
en el proceso de desarrollo de farmacos, proporcionando una interpretacion fisica virtual de la
actividad molecular. Dentro de las aplicaciones especificas, que son motivo de analisis en esta
tesis, se encuentra el disefio y seleccion de compuestos derivados de fp-amidoécidos con un
perfil de actividad anti-VIH, asi como la identificacion de las relaciones existentes entre estos
compuestos y la enzima transcriptasa reversa, en términos de interacciones entre grupos
farmacoféros. Los resultados obtenidos proporcionaron guias cualitativas para el disefio de
nuevos farmacos anti-VIH. Finalmente, se sintetiz0 y caracterizO por métodos
espectrograficos, un nuevo derivado de un g-amidoacido que cumple con las caracteristicas
farmacoféras de modelo de mariposa, con un cuerpo central hidrofilico flanqueado por alas

hidrofébicas.
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7. METODOLOGIA
7.1 Modelado computacional

En esta seccion se describen las metodologias que se siguieron para crear modelos 2D y 3D de

las amidas 1-3 mediante el uso de calculos teoricos.
7.1.1 Busqueda conformacional

La basqueda conformacional de las amidas 1-3 se realizo con Spartan 14 [17] empleando el
algoritmo Monte Carlo con el método campo de fuerza de mecanica molecular MMFFag. La
seleccion de los conférmeros se hizo por comparacion de sus valores energéticos y su

contribucion a la distribucion de Boltzmann.
7.1.2 Optimizacion geomeétrica

La optimizacion de la geometria de los conformeros seleccionados de minima energia de 1-3
se realizd con el programa Gaussian ’09 [18] empleando el nivel de célculo de Teoria de
Funcionales de la Densidad (DFT) HF/6-31G+(d,p) bajo influencia de un medio acuoso que

incorpora el método de polarizacion continua (CPCM) [19-21].
7.1.3 Mapeo farmacoforico y alineacion al modelo de mariposa

El anélisis de la disposicién geométrica tridimensional de los elementos farmacoforos de los
compuestos 1-3 se evalué mediante la generacion de mapas farmacoforicos. La alineacion de
los elementos farmacoforicos se realizd con base en el modelo de “mariposa” utilizando el
programa LigandScout 3.12 [22]. La hipétesis fue generada considerando los conférmeros con
mejor afinidad de cada compuesto, obtenidos de los estudios docking.

Alineamiento de conférmeros del docking con los conférmeros de menor energia. Para
determinar la relacion geomeétrica entre el conformero energéticamente mas estable y el
conformero aislado del docking molecular, se realizé un alineamiento rigido bajo los criterios
predeterminados en las propiedades de alineamiento de LigandScout, tomando como plantilla

de referencia el conférmero aislado de los estudios de docking.
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7.1.4 Anélisis de docking molecular

El criterio de basqueda se refind dentro de una zona de 60x60x60 A centrado en la region de
la bolsa de union de la RT (PDB: 1KLM) con una desviacion cuadratica media (RMSD) de
0.5 A. Se utilizé un protocolo estandar con una poblacion inicial al azar de 100 posiciones
individuales y un numero méximo de evaluaciones de energia de 2.5 x 107 por ciclo de
analisis. Todos los pardmetros se mantuvieron por default en su posicion estandar. Se
generaron 100 conformaciones de acoplamiento del receptor para cada ligando, realizando
colecciones (<clusters>) en funcion de la energia total de acoplamiento (AGunisn). LOS clusters
se mantuvieron con un desviacion cuadratica media (RMSD) de 0.3 A, empleando el
programa AutoDockTools 1.5.6 [21].

7.2 Parte experimental quimica

En esta seccion se describe el proceso por el cual se sintetizd la propanamida 3 a partir del

precursor indol 6.
7.2.1 Procedimientos generales

Todas las materias primas fueron adquiridas de Sigma-Aldrich Chemical Co. y utilizadas sin
purificacion adicional. La cromatografia en capa fin se realiz6 usando placas precoladas con
silica gel 60 F254 e indicador fluorescente (Merck Chem. Co.), los productos fueron
visualizados con luz ultravioleta a 254 nm. La cromatografia en columna flash se realizd
usando silica gel 60 (230-400 mallas Merck Chem. Co.). Los disolventes se purificaron acorde
a los procedimientos estandar. Los puntos de fusion fueron medidos en un equipo Fisher-Johns

y no estan corregidos.

Determinacion de los espectos de IR. Los espectros de infrarrojo se obtuvieron en un
espectrofotometro Buck Scientific modelo 500 IR en pastilla de KBr.

Determinacion de los espectros RMN. Los espectros RMN de *H y 3C fueron obtenidos en
espectrometros Varian Mercury operando a 300 y 74.5 MHz respectivamente, utilizando
SiMes como referencia interna. La multiplicidad de sefiales se indica por medio de una o méas

de las siguientes abreviaciones: s (simple), d (doble), t (triple), m (mdltiple), a (ancha).
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Determinacion de la estructura cristalina por rayos-X del N-acil-g2-triptéfano 4. La estructura
de rayos-X de 4 se determiné en un difractometro Bruker-Nonius CAD4 con radiacion de Cu-
Ko (0 = 1.5418 A). Los datos se colectaron a 298 K en el modo registro ®-20. Los
refinamientos de la celda unitaria se realizaron utilizando los programas SHELXS97 incluidos
en el paquete de programas cristalograficos WinGX v.1.64.05. El refinamiento estructural se
determind por matrices totales de minimos cuadrados en F2. Los atomos, excepto hidrogenos,
fueron tratados anisotrépicamente y los atomos de hidrogeno, incluidos en el factor de

estructura, se refinaron isotrépicamente.

Determinacion de los espectros de masa. Las mediciones por CG/EM se efectuaron en un
cromatografo de gases Varian CP3800 acoplado a un detector de masa selectivo Varian Saturn
2000. Los analisis de EM se obtuvieron en el modo de impacto electronico (IE) con un voltaje
de ionizacion de 70 eV. Los espectros de masa de alta resolucion (HRMS, de sus siglas en
inglés) fueron obtenidos en un espectrometro Waters Synapt G2 en el Departamento de

Quimica y Bioquimica de la Universidad de Colorado, Boulder, CO, EUA.
7.2.2 Sintesis de la propanamida 3
3-(Dietilaminometil)indol 7

NMe, EI compuesto 7 se obtuvo a partir del indol 6 como un sélido incoloro en
( 2 \§

N un rendimiento del 87.0%, siguiendo la metodologia descrita en la

,'4 referencia [29]. Los datos espectroscopicos concuerdan con los ya

publicados.

3-Acetonitrilindol 8

WCN El compuesto 8 se obtuvo a partir de 7 como un aceite viscoso de color
\

N ambar en un rendimiento del 77.8%, siguiendo la metodologia descrita en la

| . L.
H referencia [29]. Los datos espectroscopicos concuerdan con los ya

publicados.
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Acetato de 2-ciano-2-(1-metoxicarbonil-1H-indol-3-il)metilo 9

MeO,C El compuesto 9 se obtuvo a partir de 8 como cristales incoloros en un
CN
{ rendimiento del 75.5%, siguiendo la metodologia descrita en las referencias
’}‘ [28,29]. Los datos espectroscdpicos concuerdan con los ya publicados.
CO,Me

Propionato de 3-acetamido-2-(1-metoxicarbonil-1H-indol-3-il)metilo 10

cO,Me El compuesto 10 se obtuvo a partir de 9 como un sélido ligeramente

NHAC amarillo en un rendimiento del 90.1%, siguiendo la metodologia descrita

N\ en la referencia [28]. Los datos espectroscOpicos concuerdan con los ya
(|302Me publicados.

Acido 3-acetamido-2-(1H-indol-3-il)propanoico 4

GOzH A un matraz de fondo redondo se le adicion6 el propionato de 3-

{\ NHAc acetamido-2-(1-metoxicarbonil-1H-indol-3-il)metilo 10 (100 mg, 0.31

'}‘ mmol) y se suspendid en una solucién acuosa de MeOH al 75% (17 mL)

: con agitacién mecanica continua a temperatura ambiente. Después, se
adiciond a la suspension K>COs en polvo (353 mg) y la mezcla se calenté a reflujo durante 2 h
para dar una solucion incolora. La solucién se enfrié a temperatura ambiente y se evapord al
vacio para dar un sélido blanquecino. El sélido se disolvid en agua (15 mL) y se acidificé con
una solucion de HCI 0.1N (en porciones de 1-2 mL y en intervalos de 2-3 minutos) hasta
alcanzar un pH 2-3. La mezcla de reaccion acidificada se transfirié a un embudo de separacién
y se extrajo con AcOEt (3 x 15 mL). La fase organica se secd con NaxSOs, se filtro y se
concentré al vacio. El residuo en forma de aceite amarillo se recristalizo de AcOEt a

temperatura ambiente para dar 10 en un rendimiento del 76% (58 mg, 0.23 mmol). Cristales
ligeramente amarillos pf = 214-216 °C; Rf = 0.30 (AcOEt/MeOH 9:1); IR (KBr) vmax = 3360,
3262, 1700, 1608 cm'™t; EMIE (m/z): 246 (M", 1), 202 (32), 143 (89), 130 (100); HRMS m/z
calcd para C13H14N203 + Na: 269.0902; encontrado: 269.0901; rayos-X ver Tabla 1 en Anexo;
RMN *H y 3C ver Tablas 2 y 3 en Anexo.
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N-((1H-Benzo[d]imidazol-2-il)metil)-3-acetamido-2-(1H-indol-3-il)propanamida 3
La sintesis de la propanamida 3 se llevd a cabo como se muestra en el
HN@ Esquema 4. A un matraz de dos bocas con refrigerante se le adiciond el

e:N acido 3-acetamido-2-(1H-indol-3-il)propanoico 4 (100 mg, 0.40 mmol)
NH

o en DMF (2 mL) se agitd por 20 min a temperatura ambiente y bajo
Q??N §\<Me atmosfera de argon para dar una solucion ligeramente &mbar. Entonces
N O se adiciond EDC 11 (101 mg, 0.52 mmol), seguido de HOBt 15 (55

mg, 0.40 mmol) bajo agitacion y en intervalos de 20 min para dar una

1
H

solucion homogénea. A continuacion se adicion6 el 2-(aminometil)bencimidazol 5 (90 mg,
0.40 mmol) y N(Et)z (113 pL, 0.81 mmol), la mezcla se mantuvo con agitacion durante 4 h a
temperatura ambiente formandose un precipitado blanco. La mezcla de reaccién se llevo a
sequedad con corriente de aire y el residuo se particiond entre AcOEt (10 mL) y agua (10 mL).
Se separd la fase orgénica y la fase acuosa se extrajo con AcOEt (3 x 10 mL). Las fases
organicas se reunieron, se secaron sobre NaxSOs, se filtraron y concentraron al vacio. El
residuo en forma de un aceite viscoso ligeramente marrén se purifico por CF utilizando como
eluyente una mezcla de AcOEt/MeOH 9:2 para dar 3 en un rendimiento del 78% (118 mg,
0.31 mmol). Sélido beige pf = 240-242 °C; Rf = 0.62 (AcOEt/MeOH 9:1); IR (KBr) vmax =
3355, 1653 cm*; EMIE (m/z): 375 (M*, 2), 119 (96), 93 (99), 63 (100); HRMS m/z calcd para
C21H21NsO, + H*: 376.1768; encontrado: 376.1779; RMN *H y 3C ver Tablas 2 y 3, en

Anexo.
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ANEXO

Tablas y espectros

Tabla 1. Datos de rayos-X del g-aminacido 4

Tabla 2. Datos de RMN H de la propanamida 3 y del -aminécido 4
Tabla 3. Datos de RMN 3C de la propanamida 3 y del s-aminacido 4
Figura 1. Espectro de RMN *H de la propanamida 3 (CD3;0D)
Figura 2. Espectro de RMN 3C de la propanamida 3 (CDsOD)
Figura 3. Espectro de RMN 'H de la propanamida 3 (DMSO-ds)
Figura 4. Espectro de RMN *3C de la propanamida 3 (DMSO-ds)
Figura 5. Espectro de RMN *H del g-aminacido 4 (CDs;0D)

Figura 6. Espectro de RMN 3C del -aminécido 4 (CDsOD)

Figura 7. Espectro de RMN H del p-aminacido 4 (DMSO-ds)
Figura 8. Espectro de RMN *3C del g-aminécido 4 (DMSO-ds)
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Tabla 1. Datos del cristal y detalles relacionados con la coleccion y refinamiento de la

estructura obtenida por difraccion de rayos-X del p-aminacido 4

4
Foérmula C13H14N203
T (K) 293(2)
Dimensiones (mm) 0.30x0.28x0.28
Sistema cristalino ortorrombico
Grupo espacial Pna2;

a(A) 14.884(15)

b (A) 8.521(8)
c(A) 9.693(10)

a (°)l 90

B () 90

y (©) 90

V (A% 1229(2)

Deaic (Mg mm™) 1.331

Z 4

u (mm™) 0.096

Orange (°) 2.75-29.24
Refl. totales 19453

Refl. Unicas 1722

Rint 0.0255

Refl. observadas 1459

Param. refinados 185

R (%), Rw (%) 4.4,10.8
emax (€A) -0.219




Tabla 2. Datos de RMN *H de la propanamida 3 y del g-aminécido 4 (6 en ppm; J en Hz)

. /N 3a" 5
3: R = —NH 21,,Nj©73~ ¢ 4:R' = OH
7 H 7
Hx-2 Ha-3 Hg-3 NHwm-4 H-2’ H-4' H-5' H-6' H-7'
3 CDsOD ¢ 4.15dd 3.82dd 3.70dd - 7.23s  7.64da 7.09 ddd 6.97 ddd 7.34 da
J 80,64 132,81 132,6.4 - - 8.1 81,70,1.2 81,7012 8.1
3 DMSO-ds ¢ 4.02dd 367m* 350m?® 825ta® 7.23d 7.69da 6.97 td° 7.06 td° 7.33da
J 9253 - - 5.3 2.3 7.9 75,1.0 76,12 7.9
4 CD:OD & 4.16dd 3.76dd 3.62dd - 717s  7.66da 7.01 ddd 7.10 ddd 7.34 da
J 84,65 134,86 134,65 - - 8.2 81,7.0,1.2 81,7.0,1.2 8.2
4 DMSO-ds ¢ 3.97dd 357m? _a 8.04ta> 7.20d 7.62da 6.99 td° 7.08 td° 7.35da
J 88,65 - - 5.3 2.3 7.6 7.0,1.2 7.0,1.2 8.2
Continda.....

9%



Tabla 2. (continuacion)

v e
/ <'Nj©5"
3:R' = —NH .N7x"° 4:R
7 "HT

'= OH
NHx-7 Ha-8 He-8 H-4" H-7" H-5" H-6"
3 CDOD ¢ : 4.71d 4.47d 7.20m 7.50 m
J : 15.8 15.8
3 DMSO-ds &  874t®  462dd 4.37 dd 7.16a 7.14a 7.47a 7.53a
J 5.6 158,6.2 158,50 : : : .

2 Sefial oscurecida o parcialmente oscurecida por la humedad del disolvente.

® Multiplicidad aparente.

3§ (CDs0OD): 1.87 (3H, s, Me).

3 5 (DMSO-ds): 12.14 (1H, a, NH-1"), 10.94 (1H, d, J = 1.8 Hz, NH-1"), 1.81 (3H, s, Me).
4 § (CD30OD): 1.89 (3H, s, Me).

4 § (DMSO-ds): 10.99 (1H, sa, NH-1"), 1.78 (3H, s, Me).

LS



Tabla 3. Datos de RMN 3C de la propanamida 3 y del s-aminacido 4 (5 en ppm)

v
/ <'Nj©5"

3:R'= —NH N7~F* 4:R' = OH
7 "Ho 7

ci1 C2 C3 C5 C6 C-22 C3 C8 C4 C-5 C-6' c-7  C-ra

3 CDsOD o 176.0 450 432 1736 226 1241 1122 1279 1196 1201 1227 1124 138.1
DMSO-ds o 1729 434 417 169.7 227 1229 1114 1266 1188 1185 1211 1114 136.1
4  CDsOD o 176.8 440 432 1736 225 1238 1117 1279 119.7 1200 1226 1124 138.1
DMSO-ds o 1743 427 413 169.6 226 1229 1106 1264 1186 1187 1212 1116 136.2

Continla .....
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Tabla 3. (continuacién)

v @
8 </N:3©5
3:R'= —NH .N7xF° 4:R'=OH
7 H 7

C-8 c-2" C-3a"” C-7a" C-4" C-1" C-5" C-6"
3 CDs0OD 0 38.5 153.3 139.4a 123.6 1158a
DMSO-ds ¢ 37.3 152.4 143.0a 1342a 1220a 121.2a 111.3a 1183a
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6
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Figura 1. Espectro de RMN H de la propanamida 3 (CDsOD)
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Figura 2. Espectro de RMN 3C de la propanamida 3 (CDsOD)
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DMSO-d,
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Figura 3. Espectro de RMN H de la propanamida 3 (DMSO-ds)
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Figura 4. Espectro de RMN 3C de la propanamida 3 (DMSO-ds)
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Figura 5. Espectro de RMN H del -aminoacido 4 (CD3;0D)
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Figura 6. Espectro de RMN 3C del p-aminoécido 4 (CDsOD)
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Figura 7. Espectro de RMN H del g-aminoacido 4 (DMSO-de)
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Figura 8. Espectro de RMN 3C del p-aminoacido 4 (DMSO-ds)
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