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RESUMEN

Este trabajo muestra la aplicacién de varlas de las técnicas
usadas en quimlca computacional para el estudio de las relaciones
estructura-actividad biolégica. Los casos estudiados son: la actividad
analgésica de 3-octahidro-1H-pirano(4,3-c)piridin-8a-11 fenoles y la
hidrélisls enzimatica de ésteres de N-benzoilglicina. Se muestra la
aplicacién de los métodos de céalculo de mecéinica molecular y
semiempiricos al anilisls conformacional, v el uso de diversos
programas como QSAR, CHEMLAB II, MEDCHEM, QUANTA y MOPAC
6.0 para establecer relaciones cuantitatlvas estructura-actividad
bioléglca. Se presentan ecuaciones que predicen la actividad y que
involucran tanto parametros experimentales como calculados. Se
encuentra que en el caso de los 3-octahidro-1H-plrano(<+,3-c)piridin-
8a-il fenoles los cdlculos de orbitales moleculares no aportan
informacién, mientras que en los otros tres sistemas, la energia del
orbital HOMO estd involucrada en la ecuaclién que predice la actividad
biol6gica.

Ademas, se demuestra la importancia de los factores estéricos e
hidrofébicos.



ABSTRACT

This work shows the application of several colnputatfonal
chemistry techniques that are used in the study of the relationships
between chemical structure and biological activity. The analgeéic
activity ol 3-octahydro-1H-pyrano(4,3-c)pyridin-8a-il phenols and
enzymatic hydrolysis of N-benzoylglicyne esters were studied.

Molecular Mechanics and semiempirical calculations were
applied to perform conformational analysis. The software packages
QSAR, CHEMLAB 11, MEDCHEM, QUANTA y MOPAC 6.0 were used in
this study. -

Several quantitative structure~activity relationships equations
were obtained. These egquations use not ‘only experimental
parameters but also calculated properties. It was shown that
semie mpirical calculations do not explain the biological activity of 3-
octahydro-1H-pyrano(4,3-c)pyridin-8a-il phenols. On the other hand,
for the enzymatic hydrolysis of N-benzoylglicyne esters we can
appreciate that HOMO energy is very important in explaining the
biological activity.

In addition, the importance of hydrophobic and steric lactors

were also demonstrated,



CAPITULO 1

Introduccion general

1.0 1A QUIMICA COMPUTACIONAL Y EL DISENO MOLECULAR.

En el disefio molecular por computadora (que se denotara como
DMC de aqui en adelante), la quimica computacional se enfoca en el
descubrimiento de nuevos compuestos con propledades especificas
deseadas. Se han escrito libros completos sobre DMC!, sin embargo,
muchos Investigadores desconocen los logros actuales de éste,

Es frecuente escuchar el equivocado comentario de que no se ha
obtenldo ningin compuesto comerclal con ayuda de las computadoras,
Algunos quimicos computacionales argumentan, defensivamente, que
es inaproplado preguntar qué productos se han producido por la
quimica computacional. Su razonamiento es que ésta es una
herramienta de investigacion, y st uno no pregunta que productas
quimicos comerciales pueden atribuirse directamente a otras
herramientas de investigaci6n tales como espectrémetros de masas,
espectroscopia RMN o cristalografia de rayos X; jPor qué entonces
preguntan que productos pueden atribuirse directamente a la quimica
computacional? No obstante, Ia llteratura quimica muestra casos en
donde fa computadora ha ayudado en el disefio de compuestos que se
han convertido en productos comerciales.

Las herramientas que pueden utilizarse para hacer DMC Incluyen
mecéanica cudntca (tanto métodos ab Initic como semiempiricos),
mecdnica molecular y otras simulaciones empiricas, graficacion,
manejo de base de datos y Analists Cuantitativo de la Relacién
Estructura-Actlvidad (que se abreviarda ACUARESA). Los compuestos
que se diseflan pueden ser fiarmacos, proteinas, polimeros,



catalizadores, materiales cromatogréficos, pesticidas y otros. Cuando
los compuestos estudiados son productos farmacéuticos, se dice
cominmente que se estd haclendo Diseidio de Fdrmacos por
Computadora.

Debido a la disponibilldad computadoras mas poderosas
(software y hardware) y a la creciente cantidad de datos
cristalograficos relevantes, ha aumentado el nimero de clentificos
Interesados en DMC. Esta tendencia seguramente continuari.

La estructura molecular y electrénica de compuestos
biolégicamente actlvos son de gran Importancia para comprender c6mo
y por qué las moléculas producen eventualmente una respuesta
biologica.

Asimismo una suposiclén fundamental es que las interacciones
farmaco-receptor siguen los mismos principlos que las reacciones
orgénicas clasicas, Sin embargo, las Interacclones farmaco-receptor
"Involucran muchos aspectos desconocldos.

A pesar de que la mayor parte de los receptores han
permanecido sin caracterizar durante muchos afios, el concepto de
receptor ha resultado de gran valor al discutlr los posibles modos de
acclén de fairmacos (el término receptor se usa para describir una
macromolécula con la que interactia un farmaco para producir su
efecto biolégico caracteristico?).

El simple hecho de que los enantiomorfos de una molécula de
farmaco presentan con frecuencia diferente grado de actividad
biol6gica, es una razon fuerte para suponer que los receptores
interactian con su complemento estructural.

Debido a que los receptores son estructuras macromoleculares
que a menudo se encuentran unidos a membranas blologlcas, plerden
su funcionalidad al aislarlos, por lo que dificilmente pueden someterse
a una determinaci6n directa de su estructura.

Mientras no se cuente con la inforracion estructural detallada
sobre los receptores, una etapa 16gica es considerar la estereoisomeria,
estructura electronica, flexibilidad, hidrofobicidad y tamafio de sus
grupos.

El analisis conformacional involucra la determinacién de las
caracteristicas trldimenslonales de una molécula. Reclentemente,



muchos trabajos de Investigacién se han interesado en determinar la
conformacién de moléculas con actividad bloldgica. Esto es de gran
importancia debido a que la conformacién tiene una influencia
Importante sobre las interacclones moleculares. El analists
conformacional en el disefio de farmacos no es el resultado final, sino
el principlo y la base para saber cual podria ser la conformacién
preferida en el sitio receptor3 .

Son dos las razones por la que estudlamos la conformacion de
una molécula de farmaco. Primero, sablendo mis acerca de la anatomfa
tridimensional de los farmacos, estamos en mejor posicion para
caracterizar a los farmacéforos (estos se deflnen como 4tomos o grupos
de atromos en una orlentaclén mutua imprescindible para el
reconocimiento ¢ interaccién con el receptor). Segundo, ya que los
farmacdforos son considerados como los complementos estructurales
del receptor, sablendo cudl es el farmacé6foro en cuestlon se puede
contribuir a resolver la estructura dcl fragmento de receptor que
interactia con €él. El enorme beneficio que brindaria el hecho de
conocer precisamente la anatomia del receptor es obvio, ya que harfa
posible el diseflo de fairmacos " hechos a !a medida " que se ajustarfan
perfectamente al sitio receptor, conduciendo asi a farmacos mas
especificos y con menores efectos colaterales. Sin embargo, esto es
todavia un suefio. A decir verdad, actualmente nos encontramos en la
sftuacion de: "tratar de adivinar la anatomia del receptor a partir del
estudio del farmaco".

1.1 METODO DE HANSCH PARA EL ANALISIS CUANTITATIVO DE LA
RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD: ACUARESA,

Cuando estamos haclendo disefio de farmacos, cada modelo
requiere una evaluaclén de riesgo y beneficio. Decidir qué estrategla
seguir requlere un balance de los elementos indicados en la figura 1.1.
Para cada modelo patrén hay millones de andlogos y derivados que
pueden ser estudiados. Por ejemplo, si hay 3 posiclones no
equivalentes para la sustitucién en un modelo ¥ sl consideramos solo



una serie de 130 sustituyentes, de los cuales conocemos todos los
pardmetros de lipofilicidad (n), efecto electronico (g, F, etc) y de
tamano (refractividad molar, volumenes, etc.); entonces habra 1303 o
2.2 millones de posibles derivados de este modelod, Tal vez solo uno de
estos compuestos podria ser comercial o quizd ninguno.

Como no podemos hacer todos los derivados del modelo patron,
nunca podremos estar seguros de que algin compuesio comercial
existe o de que no ha sido incluido cn nuestra serie. Debido a la
imposibilidad de estar seguro de que hemos encontrado el mejor
farmaco o de que un compuesto comercial existe en la clase de
compuestos que estamos estudiando, debhemos utilizar el conocimiento
probabilistico para balancear el riesgo y los recursos; debemos
desarrollar y seguir estrategias que incrementen la posibilidad de
encontrar el mejor compuesto y en consecuencia reducir el riesgo de
perder algo en ef proceso.

) P—
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l RECURSOS I IMPORTANCIA

Figura 1.1. El dilema del desarrollo.

El método estadistico mis efectivo para hacer disefio de farmacos
es el método de Hansch o de regresion lineal multiple. Siguiendo los
pasos mostrados en la figura 1.2 se debe alcanzar eficientemente la
meta de optimizar el modeio mientras que simultineamente se
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desarrolla un modelo para la propledad que estd siendo optimizada. El
método de Hansch es cominmente conocido como Analisis Cuantitativo
de la Relacion Estructura-Actividad. ACUARESAS es la abreviacion que
se utiliza para describir el Analisis Cuantitativo de la Relacion
Estructura-Actividad. Las siglas corresponden a l1a traduccion de QSAR:
Quantitative Structure-Activity Relationships.

Escoger el &ptimo. . | Escoger 1os factores
patrén de sustitucidn ®| mas importantes
h
Sintetizar comptos. 4 Seleccionar una
eveluar la actividad | #———— serie de
biolégica sustituyentes
\ 4
Trazar cada variable Generar términas
contra 16 actividad » cuadréaticos si

es apropiado

¥
Repetir el proceso Correr todas las
heste que ACUARESA {4 combinaciones pare
sea estable encontrar 1a mejor

Flgura 1.2. Estrategia para la optimizacion del modelo patrédn
usando regresion lineal miltiple.
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La prueba de actividad bioldgica que se utilizari en un proyecto
tiene un profundo efecto sobre la selecclon de la estrategia para la
optimizacion. La experlencia ha demostrado que la optimlizaclén de las
pruebas de actividad y el establecimiento del! ACUARESA es
relativamente exitoso en sistemas enzimatlcos aislados. Sin embargo, el
problema sc hace mias dificil conforme el sistema de prueba se hace
mas complejo.

Hansch® reclentemente hizo una revision de su investigacién en
ACUARESA y sefiald importantes caminos para futuras aplicaciones,
ACUARESA puede expresarse como una ccuaciond:

ACTIVIDAD BIOLOGICA = f (EFECTOS HIDROFOBICO, ESTERICO,
FLECTRONICO)

donde se considera a Ia actividad biolégica como una funclén (f) de
propiedades fisicoquimicas del compuesto. Aunque esta aproximacion
puede parecer slmplista, su utilidad ha sido demostrada repetidas
veces, cuando es aplicada correctamente. Cada uno de los términos de
esta ecuacion sera discutido brevemente a continuacion.

1.1.0 ACTIVIDAD BIOLOGICA

Todos los arganismos, a cualquier nivel de organizacién (es decir,
cuerpo, érgano, tejido, célula, etc.) consiste de un increible y complejo
arreglo de sistemas interconectados e interactlvos. Ninglin compuesto
puede tener sélo un efecto; por lo tanto, definir la actividad biolégica
de un compuesto es muy artificioso. En la préctica, nosotros podemos
tratar con ciertas Interacclones alstadamente, sélo si usamos maltiples
replicados para tomar en cuenta la variacion natural en la respuesta
exhibida por cada sistema bloldgico. Mientras méas simple sea un
sistema blol6gico, mas simple sera derivar una relacién entre la



estructura quimica y la actividad, sin embargo se han desarrollado
modelos exitosos para efectos burdos tales como la letalidad en
ratones.

Para el analisis ACUARESA la actividad bloldgica se expresa
generalmente en términos de la concentracidén molar de un compuesio
orgénico que produce una respuesta bioldgica estdndar en un sistema
bilen definido en un intervalo de tiempo constante. Ejemplos de esto
pueden ser: dosis letal (DLsg), dosis efectiva (DEsg) y concentracion del
inhibidor (Clsg) requeridas para tener un efecto especifico sobre el
509% de la poblacién del organismo probado o reducir la actividad al
50% de la maxima actividad. Estos valores deben ser determinados por
métodos estadisticos apropiados, tales como el analisis Probit?.

1.1.1 CARACTER HIDROFOBICO.

En {a conslderacién de las propledades fisicoquimicas de un
compuesto blolégicamente activo, debe establecerse primero que estas
propledades estin Interrelaclonadas y son afectadas por su ambiente.
Por ejemplo, los efectos hidrofilico, electrénico y estérico del
sustituyente sobre la molécula principal, pueden ser significantemente
colineales en alguna serie particular de datos, haclendo imposible
conslderar mas de un factor en la ecuacién de regresioéng; en otras
palabras, se requlere que los factores considerados en la ecuacion de
regresién sean linealmente independlentes.

La hidrofobicidad puede ser afectada por el grado de ionizacién
del compuesto, por Io tanto el pH del medio y el pK, de los grupos
ionizables de la molécula deben también tomarse en cuenta.

La hidrofobicidad es uno de los factores primordiales que
influyen sobre el transporte pasivo de un compuesto biologicamente
activo desde su fuente hasta su sitio de acciéon. Ademas, se ha
demostrado que la hidrofobicidad es muy importante en 1a regulacién
de la interacclén de compuestos bioldgicamente activos con sus
biocreceptores?. La influencia de la hidrofobicidad sobre la actividad de
un farmaco y en el andlisis ACUARESA ha sido extensamente
revisadalOil y12,
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La hidrofobicidad se describe generalmente en términos del
coeficlente de particion entre octanol y agua. El coeficiente de particién
octanol/agua puede medirse usando los métodos tradicionales de
equllibrlo, seguidos por determinaciones espectrofotométricas o por
cromatografla de gases!3.14,

Los coeficlentes de particlén pueden predecirse a partir de tablas
de constantes hidrof6bicas del sustituyente (x)%:19, o calcularse por
medlo del método de adiclén de fragmentos usando el programa
CLOGP3, que esta incluido en el sofware MedChem15, Sin embargo, es
necesarlo remarcar que todos los métodos para medir o estimar los
coeficientes de particién tienen problemas cuando se aplican a
compuestos extremadamente hidrofdbicos o hidrofilicos.

la constante = para la contribucién de un sustituyente a la
hidrofobicidad de la molécula se deriva de la sigulente ecuacién:

nx = logPx - logPy

donde Px es el coeficlente de particién de un derivado y Py el del
compuesto patrén. Un valor positivo de = significa que, comparado con
H, el sustituyente confiere mayor hidrofobicidad, mientras que un
valor negativo Indica que el sustituyente confiere menos
hidrofobicidad. Los valores de = no son en realidad constantes, Por
ejemplo, los valores de = de los grupos OH, OCH3 y NHz aumentan por
la presencia de grupos electroatrayentes NOz o CN, y disminuyen
debldo a grupos electrodonadores; también los valores de x de
halégenos se alectan fuertemente. Sin embargo, debido a que los
efectos de hidrofobicidad de los sustituyentes se consideran
generalmente adltivos, se puede calcular el logP de los derivados st se
conoce el logP de la molécula patrén’-

1.1.2 PARAMETROS ESTERICOS.
Todas las moléculas tienen un tamaio y una forma

tridimensional que influye en su habillidad para interacclonar con
otras moléculas. La mayoria de las moléculas no son rigidas, y pueden



tener muchas conformaclones, aunque exista una conformacién de
minima energia que puede ser "preferida". El adicionar un
sustituyente a una molécula, cambia el tamafio y la conformaclon de
ésta, pudiendo aumentar, disminuir o quiza no tener efecto alguno
sobre la interaccion con alguna otra molécula tal como una proteina
receptora, Estos efectos estéricos del sustituyente han sido
extensamente estudiados por su Influencia sobre la rapldez de
reacciones quimicas, pero la complejidad de los efectos estéricos sobre
ia interaccion de moléculas orgdnicas con macromoléculas y receptores
de drogas es mucho mayor. A pesar de esto, se han obtenido buenas
correspondencias entre modelos de correlacion estadistica basados en
parametros de cinética enzimatica de reacciones en soluciéon con
modelos griflcos moleculares basados en Informacién obtenida del
analisis de bioreceptores por cristalografia de rayos X67,

La refractividad molar (RM) es el parimetro estérico mis
cominmente usado en estudios de ACUARESAS.9.11¥16, 13 refractividad
molar de una sustancia se define por la ecuacién de Lorenz-Lorenz:

RM = [(n2-1)/(nZ+2)]M/d

donde n = indice de refraccién, M = masa molar y d = densidad del
compuesto. Dado que el indice de refraccion no varia mucho para la
mayoria de los compuestos organicos y M/d es el volumen molar, RM
es una medida burda del volumens. Esta conclusidn es soportada por
estudios detallados en los que se utilizaron ACUARESA y griflcas
moleculares de interacciones enzima-sustrato?, Se han publicado
extensas tablas con valores de RM para una diversidad de
sustituyentes®t1l, Ademas, se pueden calcular otros valores de RM
usando el programa CMR que esta incluido en el programa MedChem!5,
Los efectos estéricos pueden también modelarse utilizando el
parametro estérico de 'Faft (E)17 o los pardmetros de Verioop (L, By.
4)15.22 0 por calculo directo de voliimenes o medidas moleculares?,



1.1.3 PARAMETROS ELECTRONICOS.

El pardmetro clasico que se utlliza para describir efectos
electronicos en ACUARESA e¢s la constante o de Hammett18,19, Las
constantes electronicas o fueron Iniclalmente desarrolladas para
modelar la reactlvidad quimica, y son definidas por la sigulente
ecuaclén:

o= logKy - log Ku

donde la Ky es la constante de ionlzacién del 4cido benzolco y Ky la
correspondiente al acido benzoico con el sustituyente X, ambas
medidas en agua a 250C

1.1.4 MODELOS ESTADISTICOS.

La fuerza de la técnica ACUARESA radica en el uso de la
estadistica para describlr las relaclones estructura-actividad. El modelo
mas simple es una relacion lineal entre la actividad bloldgica y algin
pardmetro fisicoquimico x. Tal relacion estaria descrita por la ecuacién:

logl/C=ax+b

donde C es la concentracién molar activa (e.g. ECsp) v la pendientea y
la ordenada al origen b se determlnan con una regresién lineal. La
ecuaclén anterior puede explicar la actividad de una determinada serie
de compuestos, pero no puede, por supuesto, extenderse al Infinlto,
pues no existen compuestos con actlvidad infinita,

Para la hidrofobicidad (logP) la relacién no es lineal, porque la
actividad bloldgica se Incrementa con el Incremento de la
hidrofobicldad hasta que se alcanza un maximo, después del cual la
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actividad decrece con un aumento de la hidrofobicidad. Un modelo
parabdlico que relaciona la actividad con el logP, descrito por la
ecuacion:

fog1/C = alogP + b(logP)? + ¢

frecuente y exitosamente utllizado, y puede servir como una buena
primera aproximacion, pero la curvatura del lado izquierdo de ia
pardbola falla en predecir con precision la linealidad de la relacion
actividad-hidrofobicidad.

El modelo "bilineal" es un refinamilento posterior hiecho por
Kubinyi20 y esta descrito por la siguiente ecuacion:

logl/C =alogP-blog (BP+ 1) +cC

donde B es un es un término no Hneal, usualmente en el intervalode 1
a 10-10, E! modelo bilineal produce curvas asimétricas con lados
lineales ascendentes y descendentes, conectados por una porcién
parabolica en el rango de hidrofobicidad dptima (figura 1.3),

1a pendiente ascendente estd dada por el coeflciente lineal a, la
pendiente descendente por (a - b}, y cuando b > a, el maximo de la
curva, que representa el 6ptimo logP para la actividad biologica de
este sistema, esta dado por la ecuacions;

logP, = log {a/g(b-a)}

Una comparacién del modelo en mas de 300 ejemplos de
relaciones estructura-actividad no-lineales sugiere que en la mayoria
de los casos el modelo bilineal nos da un mejor ajuste a los datos
experimentales8.
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Figura 1.3. Modelo bilineal de 1a relacion actividad-
hidrofobicidad.

Las relaciones entre la actividad blolégica v otros factores
diferentes de la hidrofobicidad pueden ser lineales o no-lineales, y
esos factores pueden interactuar con la hidrofobicidad de una manera
simplemente aditiva o mas compleja. Por lo tanto, el modelo final de
ACUARESA Involucra el uso de analisis de regresién miltiple.

Por otra parte. los grados de libertad del sistema deben
reducirse y ademas se necesita una serie de compuestos grande para
asegurar la significancia estadistica. Una regla qtil es la de tener al
menos 5 compuestos en la serie por cada variable de la regreston.
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1.1.5 ESTRATEGIA PARA LA OPTIMIZACIGN DEL FARMACO,

En esta seccion se presenta una visién de la optimizacién de un
modelo de faormaco utilizando el método de Hansch.

ESCOGER EL PATRON OPTIMO DE SUSTITUCION.

La actividad de muchos farmacos depende del patrén de
sustitucidn en la molécula. Uno de los primeros problemas que se
enfrenta el diseiio de farmacos es decldir que posicién o posiciones
deben investigarse.

Es demasiado caro determinar el efecto de la sustitucion en
diferentes sitios utillzando una serie de sustituyentes en cada posicién.
Una estrategla méas efectiva es probar cada posicién con el mismo
sustituyente y determinar cudles de éstas producen el mayor cambio
en la actividad. Con esto, se puede preparar una serie de sustituyentes
para esa posicién. El problema radica en decidir qué sustituyente usar
como prueba. Wooldridge?! sugirid que "la mejor posiciéon para la
modificacion puede establecerse preparando por ejemplo, todos los
Isémeros con el sustituyente cloro®. Similarmente, Ganellin22 usd
metilo "como un grupo modelo para ver donde se pueden tolerar las
sustituciones en histamina" y "1odas las posibles monometil histaminas
fueron sintetizadas y probadas" en su programa de desarrolio de
farmacos andlogos a la cimetidina. Si establecemos como un criterlo
para un buen grupo la disponibtiidad comercial de intermediarios,
otros candidatos para probar el efecto de la sustitucién pueden ser el
atomo de flaor y el grupo metoxilo.

El fliior puede causar la menor perturbaclén de las propledades
fisicoquimicas. Esta propledad puede ser una desventaja porque el
propdsito es encontrar ripldamente la sensibilidad de una posicién a la
sustitucion. El cloro es un grupo muy electroatrayente, mientras que el
metoxilo es el caso opuesto. Los dos son de aproximadamente el mismo
tamaifio, pero el metoxilo es asimétrico, adicionando otro factor que
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puede acrecentar el efecto de sustituclén en orto. Quizd la méas
importante deficlencia del grupo mettlo es el hecho de que en los
sistemas In vivo se oxida facllmente, especialmente cuando esta unido
a un anillo aromatico.

Colocar un dtomo de prueba en cada una de las posiciones no
equivalentes del modelo no nos dice nada del efecto de la sustitucién
multiple. Por ejemplo, no hay manera de averiguar el efecto de la
sustitucion en la posicién 5 o 6 sobre un anillo bencénico sin usar al
menos una molécula disustituida.

Uuilizar una sola serie de &lomos de prueba también tiene un
serio riesgo porque de nuevo todo el error de medida esta incluido en
ja comparacion del compuesto patrén y el de prueba.

Si varias posiciones resultan ser sensibles a la sustitucién, se
debe considerar una estrategia de miltiple sustitucién.

ESCOGER LOS FACTORES (PARAMETROS) QIJE SON PROBABLEMENTE LOS
MAS IMPORTANTES.

Para evitar la posibilidad de una correlacion debido al uso de
muchos parimetros, podemos comenzar utilizando la serie de
parametros que mas probablemente Influyen a la actividad y por lo
tanto evitar la bisqueda aleatoria de parametros hasta que alguno
funclona23, La serie de parametros que se escoja dependera de la
estrategia que se siga y del conocimienio que uno tenga del mecanismo
de accion del compuesto patron o de los estudios de relacion estructura
actividad que existan de compuestos muy relaclonados a éste. También
dependera de los recursos disponibles. Si los recursos son limitados y
no se tiene conocimiento del mecanismo de accion, la mejor serie
general de parametros para representar lipofilicidad, efecto
electronico, y tamafio serd n, o y refractividad molar (RM)
respectivamente.

Es importante reconocer que hay factores significantes para la
actividad que pueden no estar adecuadamente representados por los
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parametros descritos arriba. Algunos de estos parAmetros pueden ser
clasificados como estereoquimicos. Por ejemplo, en los insecticidas
piretroides, 1os isdmeros cis y trans de los dcidos difieren mucho en su
potencia para diversos organismos. Es muy importante representar
esta informacion cuando ambos isémeros estin presentes en una serie
de compuestos. Quiza la mejor aproximacién para esto es el uso de un
indicador de variable para representar la presencia o ausencia de los
isd6meros individuales.

Existen otros factores ademads de la estereoguimica, como lo es el
potenclal para la aceptacion o donacion de puentes de hidrégeno24. En
el disefio de las primeras series, se debe examinar la estructura del
patrén para la fisionomia tal como se describié arriba e incluir estos
factores en el disefio. La completez es importante aqui. Después, la
economia puede imponerse cuando posteriormente la inclusion de
estas variables no se justifica por los datos experimentales.

SELECCIONAR UNA SERIE DE SUSTITUYENTES

la seleccion de una serie ideal de sustituyentes es ahora el
objetivo. La tarea de seleccionar una serie que cumpla con el criterio
establecido es algo que ha sido estudiado por varios autores. Una
contribucién reciente en esta area es la de Craig?s, quien demostré que
ciertos factores estan altamente correlacionados mientras que otros
son, al menos estadisticamente, independientes. En consecuencia, él
sugirié que "podemos evitar conclusiones incorrectas resultantes del
uso de parimetros inadecuados", seleccionando sustituyentes de
graficas de dos dimensiones hechas con los parametros. Para evitar
una correlacion cruzada, él aconseja que "debemos ser cuidadosos en
evitar el uso de los sustituyentes que estin sobre o cerca de una linea
recta" en las graficas.

El concepto de trazar los parametros y escoger de la gréfica es
muy utll para obtener una buena serie de sustituyentes. Clertamente,
los sustituyentes resultantes deben representar parametros que estan
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bien separados en el espacio y que son ortogonales. Sln embargo, las
graficas de dos dimensiones no representan todos los factores
potencialmente importantes en una serie Iniclal. Aun cuando usdramos
grificas tridimensionales, la informacton mas relevante accesible seria
a1, o Yy RM, pero no podriamos incluir otros parametros importantes
comoF vy R.

Una aproximacion alternativa para la seleccién de sustituyentes
fue sugerida por Hansch y sus colaboradores26, Ellos proponen que el
criterio para selecclonar sustituyentes que representen todos los
factores pertinentes y a la vez estén poco correlacionados puede
lograrse con la aplicacion del analisis Jerarquico de ciimulos. Se pueden
usar programas como BMDP2M?7 o SAS CLUS28 para seleccionar grupos
de sustituyentes por su semejanza en algun factor. El lnvestigador
necesita seleccionar solo un sustituyente en cada camulo en un nivel
apropiado de agrupacion para asegurar que estos criterios se han
cumplido. Los autores reconocen que el método en realidad no
satisface todos los requisitos de una serie ldeal de sustituyentes. Es de
particular importancia el hecho de que este método no garantiza
ortogonalidad para los sustituyentes seleccionados. El andlisis de
cimulos es muy exitoso como herramienta para diseiiar una serie de
sustituy'entes bten dispersos en el espacio de parametros. Su debilidad
mas grande es la imposibilidad de garantizar completa ortogonalidad;
esto nos obliga a una bisqueda de prueba y error para que nuestra
serie cumnpla con este criterio.

HACER EL ANALISIS DE REGRESION LINEAL DE TODAS LAS POSIBLES
CORRELACIONES DE LOS PARAMETROS ESCOGIDOS.

Los parametros utilizades en el disefio deben ser los usados en 1a
evaluacion tnicial de los datos biologicos. Se puede usar cualquier
programa de regresion, Purcell y sus colaboradores?? publicaron un
programa en FORTRAN para todas las regresiones. Debe haber por lo
menos tres observaciones experimentales por cada variable incluida
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en el modelo final, Sin embargo, 4 o 5 observaciones es la usual "regla
de los tontos". La salida de estos programas contienen informacion
especifica que puede ser utilizada para decidir cudl es el mejor modelo.
Esta informacion es r (o r?), s, F, y la prueba t de Student para los
ceoeficientes de cada parimetro. 1a regla para escoger el mejor madelo
cs fijarse en el modelo que no es mejorable por la adicién de términos
adicionales. Un modelo de un parametro es mejor que uno de dos.

El mejor modelo oblenido con ACUARESA se convierte en una
hipétesis que debe ser probada. Se pueden tomar varias posibles
aproximaciones para los nuevos pasos del proceso. De cualquier forma
que se haga, ¢s muy importante no tener prejuicios en la seleccion de
los siguientes sustituyentes. Hay que escoger una nueva serie para
probar la hipdtesis. El concepto de una serie ideal de sustituyentes
debe ser mantenido. Se deben llenar los espacios en la actividad
observada vy extender el drea probada hacia una mayor actividad
bioiogica. Debemos recordar que no se puede predecir 1a actividad
fuera de los limites que se hayan probado.

Debemos reconsiderar los factores incluldos en la serie disenada
originalmente para decidir si es importante incluirlos en ia nueva
serie.

REPETIR EL PROCESO HASTA QUE EL ACUARESA SEA ESTABLE.

La estrategia de andlisis se convierte ahora en un proceso de
repeticién de los pasos descritos anteriormente hasta que el
ACUARESA sea estable, es decir, hasta que la prediccion de la actividad
sea correcta entre los limites estadisticos normales.



1.2 TECNICAS DE QUIMICA COMPUTACIONAL APLICADAS AL
ESTUDIO DE LAS RELACIONES ESTRUCTURA-ACTIVIDAD.

1.2.0 METODOS DE ANALISIS CONFORMACIONAL.

Existen fundamentalmente tres métodos para determinar la
conformacion de moléculas relativamente grandes: 1) difraccion de
rayos X, 2) calculos cudnticos y empiricos para sistemas aislados y 3)
resonancia magnética nuclear (RMN) para el estado liquido o en
solucién. )

La dilfraccién de rayos X es el método de eleccién para una
determinacién precisa de la estructura tridimensional de una molécula.
Especificamente, cste método proporciona las coordenadas de cada
atomo dentro del espacio de la celda unitaria cristalogrifica. A partir
ae esta Informacidn se pueden calcular facilmente las tongitudes de
enlace, angulos de valencia y dngulos diedros. Ademas, existen
programas de cémputo capaces de producir dibujos en perspectiva de
la molécula en estudlo que facilitan la apreclacién de sus rasgos
conformacionales. No obstante, se debe hacer hincaplé en que este
método proporciona Gnicamente una toma instantanea de alguna
conformactén particular que una molécula puede adoptar en el cristal,
que debe estar poco hidratado. El problema mds serio es que esta
informacién no se puede siempre extrapolar a condiciones biolégicas
debido a otros factores como la presencla del disolvente, ionizacidn,
fuerza 16nica, temperatura, etc.. En otras palabras, la difraccion de
rayos X nada nos dice acerca de otras posibles conformaclones
Isoenergélicas y su estabilidad relativa. Por ejemplo, en el caso de
moléculas flexibles, es muy posible que éstas (o algunos de sus
fragmentos) adopten diferentes conformaciones, todas ellas igualmente
probables. De lo anterior se desprende que la conformacién de una
molécula determinada a partir del andlists de difraccién de rayos X no
necesariamente ¢s la conformacion blolégicamente imporiante, es
decir, aquélla que adopta la molécula cuando interactua con el
receptor.

18



Debido a la complejidad molecular de muchos firmacos, la
Interpretacién de un espectro de RMN es en ocasiones dificll y en
muchos casos conduce a un conocimiento parcial de la conformacién de
la molécula en solucidn. A menudo las técnicas de difraccion de rayos
X y RMN coinciden en la existencia de un mismo conférmero tanto en
solucién como en estado solido.

Desde el punto de vista del disefio de farmacos, una situacién
ideal seria aquella en la que pudiéramos predecir tanto la

conformacién como todas las propledades fisicoquimicas asocladas a’

una molécula antes derealizar su sintesis. Esto es exactamente lo que
se puede hacer cuando disponemos de computadoras poderosas y
esquemas computacionales aproplados. En la actualidad, las dos
aproximaciones tedricas mas usadas en el estudio de aspectos
tridimensionales de fAirmacos son la mecanica molecular y la mecanica
cuantica. Aunque estas aproximaclones se describiran con detalle mas
adelante, diremos brevemente que dentro del esquema de mecdnica
molecular se considera a una molécula como un conjunto de atomos
que se mantienen unidos por fuerzas elasticas, las cuales se describen
mediante funciones clasicas de energia potencial, comprendiendo:
alargamiento y doblamiento de longitudes de enlace y Angulos de
valencla, interacclones de no-enlace y electrostdticas, torsion a través
de enlaces, ete. El método de mecanica molecular es muy usado en
aquellos casos en los que solamente se requicre saber cudles son las
conformaciones energéticamente preferidas. Por atro lado, los calculos
de mecdnica cudntica no sélo proporcionan las conformaciones
preferidas, sino también la distribucién de cargas y muchas otras
cantidades que se pueden obtener (con un tlempo de compulo mayor)
a partir de las funciones de onda.

En el analisis tedrico conformacional contemporaneo no hay
rivalidad entre los dos esquemas tedricos menclonados; por el
contrario, se complementan el uno al otro. Ambos son muy valiosos en
la evaluacién a priori de compuestos potencialmente activos.

La inspeccion y comparacién de las diversas conformaclones de
una serle de farmacos pueden ofrecer una gufa en la sintesls de
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nuevos compuestos que tengan una conformaciéon definida como factor
importante para la presencia de actividad blolégica,

Es importante seflalar que también existen a menudo
discrepancias entre los resultados obtenidos tedricamente y aquelios
obtenidos de manera experimental. En muchos casos estas diferenctas
se pueden aminorar cuando el método teérico toma en cuenta las
condiclones ambientales que predominan en solucién o en el estado
solido.

Por lo tanto, tenemos tres formas de determinar la conformacion
de una molécula en tres diferentes ambientes. No hay razén a priori
para suponer que alguna de éstas es una aproximacién vilida del
ambiente en el sitio receptor. Por ejemplo, se puede poner en duda sl
el agua o el cloroformo, usados en los experimentos de RMN, son
compuestos modelo adecuados para imitar el amblente receptor.
Asimismo, en el caso de los métodos tedricos resulta también dudosa Ia
suposicién de una constante dieléctrica e=1 del medio en el cual
ocurren las interaciones fAarmaco-receptor.

1.2.1 TEOR{A DE ORBITALES MOLECULARES.

Dentro del ACUARESA, tradicionalmente se considera el efecto
electronico de los compuestos de interés utilizando propledades
fisicoquimicas experimentales tales como la constante de Hammett del
sustituyente. En este trabajo se pretende demostrar la utilldad de la
teoria de orbitales moleculares en la descripcién del efecto electrénico
en el analisls cudntitativo de relaclones estructura-actividad no clasico.
Por lo anterior, a conttnuacién se presentan algunos conceptos bésicos
de la teoria de orbitales moleculares.

El objetivo de la mayoria de los cilculos mecanico-cuinticos
moleculares es evaluar una funclén de onda molecular ¥.

Para construir ¥, utilizando la aproximacién orbital, necesitamos
conocer todos los orbitales moleculares, ¥» que constituyen la funcion
de onda molecular. La mayoria de los métodos utilizados para calculos
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moleculares, desarrollan los orbitales moleculares desconocidos como
una combinacidn lineal de orbitales atomicos30:3!; a esta aproximacion
se le conoce como CLOA (Combinacién Lineal de Orbitales Atomicos).
Entonces, el orbital molecular ¥p queda:

Wp= : lZ Chox
(Np)z- ¥ (1)

en la que ¢x representa orbitales atémicos (serle de funciones base), ct

L
son parametros de variacién y (Ni)2 es la constante de normalizacién
obtenida con la igualdad

Np= lE CheP'sy;

donde Sy, es la interpenetracion de los orbitales atomicos k v L

Nuestro probiema de encontrar fa funcidon de onda para la
molécula, se reduce entonces a determinar los coeficientes & del
desarrollo, lo que a su vez se hace aplicando el método variaclonal.

Fy=Eyp (2)

Haciendo uso de la ecuacion (2) del desarrollo, Roothaan3? dedujo
las ecuaciones que llevan su nombre y que pueden escribirse como:

FuCr=-gr$y s, CP
; « (] Z ki I=1,2,3,.,0

B es la energia de cada orbital molecular, Sy = p/¢> y CF son los
coeficientes del desarrollo matematico.

Los términos Fy son llamados elementos de la matriz de Fock y
tienen la forma de la expresién



Fy=Hi + Z z Pron [(<kllmn>- %-(<kn/lm>)]
mw n

en donde Hy son los elementos de matriz del operador Hamiitoniano
monoelectrénico

Hg= [ & ()Hy ¢ (X

que rcpresentan la energia cinética y de atraccién nuclear de un
electron que se encuentra en la regién de interpenetracion k-1; los
términos de matriz P,, representan la poblaclén electrénica total
presente en la region de Interpenetracién de las funciones base & y ¢

Py=2y CfcP

<klI/mn>es la integral de repulsién Coulémbica entre dos electrones
que se encuentran en las regiones de iInterpenetracién k-1 y m-n,
respectlvamente; mientras que <kn/Im>es la integral de intercambio.

Asi, la energia tolal de una molécula con capa llena es la
slgulente expresion:

E= ¥ .Z R‘;,Z: + % Z n{nk.-;—m b3 Prun{fkVmn) —%(knﬂm))]

Pueden calcularse los términos de repulsion nuclear, asi como los
términos monoelectronicos, Hy , y bielectrénicos, </> (métodos ab
initioy, o utilizar términos estimados con datos experimentales
{mdétodos semiempiricos).

Al minimizar la energia total cogErespecto a cada uno de los

£ =0
pardmetros de variacion Ct , haclendo 9Cf  para cada indice k y p
se obtienc una serie de ecuaciones lineales homogéneas para cada
indice k:



LE—-=Z C{‘( Fr - EPSg =0
1

act (3)

en donde E, son las energias orbitales definidas por la expresion:

C“qu’n -
H’:%; ;“p Fon

La ecuacidn (3) tendrd una solucidn no trivial Gnicamente st se cumple
la siguiente condicion: '

{Fy - B8y =0

Al determinante [Fy-B'Si| se le llama determinante secular, A la
ecuacion anterior se le conoce como ecuacion secular y es la base de
todos los métodos de orbliales moleculares. Su solucién nos permite
conocer la energia EF de cada orbital molecular y al sustituir esias
energias en la seric de ecuaclones lineales, se obtienen los coeficientes
ck y los términos de distribucion electrénica Pa .

Para resolver el determinante secular se requiere la evaluacién
de los elementos de la matriz de Fock, Fyy , que 4 su vez estin en
funcion de coefictentes desconocidos Cy y Cm , @ través de Py, Una
forma de evitar esta dificuliad es utilizar el método Hartree. la idea
fundamental es que el movimiento de un electrdon en el campo de los
nacleos y de los demds clectrones puede reemplazarse de manera
aproximada por ei movimiento de un electrén en el campo de los
nicleos y la distribucién de carga promedio de los otros electrones. De
esta forma es posible determinar una serie de valores Pp,,. Con esto se
calculan los elementos de la matriz de Fock y se resuelve la ecuacion
secular. La solucidn de valores de P que sc¢ sustituyen en las
ecuaciones seculares para obtener nuevos valores de los coeficientes Cn
. los que a su vez se usan para establecer una serle de valores Pma, El
procedimiento se repite hasta que los Pan resultantes de un ciclo, sean
iguales, dentro de los limites prescritos, a los usados en el ciclo
anterior 0, en otras palabras, hasta que se alcance la "autoconsistencia”,



1.2.2 METODOS SEMIEMPIRICOS DE ORBITALES MOLECULARES,

1.2.2.0 APROXIMACIONES CNDO, INDO Y NDDO.

Los primeros métodos semiempiricos de orbitales moleculares,
denominados CNDO, INDO y NDDQ, fueron desarrollados por J. A. Pople
y colaboradores33. El objetivo de estos métodos no es reproducir
resultados experimentales, sino tratar de imltar los resultados
abtenidos con los métodos a primeros principlos.

Klopman34 y Popleds36 modificaron en 1965 el tratamiento
cudntico de los electrones n37.38, incluyendo en los cilculos todos los
electrones de valencia, suponiendo que estos se mueven en una capa
fija compuesta del ntcleo y de los electrones internos. Dichos
electrones se describen usando un conjunto de funcicnes base minimo
y se desprecian las integrales de repulsion electronica. Se calculan las
integrales restantes en funcién de parametros empiricos conocidos.

Pople consider6 tres aproximaciones de este tipo:

a) NDDO26.39, en esta solo se desprecia la interpenetracién diferencial”
diatémica.

b) QNDO26:29, aqui se desprecian todas las integrales de dos electrones
que dependen de la interpenetracién de las densidades de carga de
orbitales base diferentes.

¢) INDO25.490, 1a cual difiere de la CNDO sélo por la inclusién de las
integrales monocéntricas de intercambio.

Dewar#.4243 modificé el formalismo matematico del método
INDO y de esa forma desarrolld el método denomlnado MINDO
(Modified intermediate Neglect of Differential Overlap). Ia filosofia dé
este método es totalmente diferente al de Pople, quien calculd los

* En este trabajo, diferencial no tiene cl significado que se le da en célculo. Aquf
se refiere a densidades de carga de orbitales base diferentes.
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parametros de sus métodos semiempiricos (NDDO, CNDO e INDQ) con el
fin de reproducir los resultados obtenidos por los métodos a primeros
principios. Asi, el objetivo especifico de esta nueva forma de deducir
los parametros, fue disefiar un método que reprodujese en forma
precisa varios resultados experimentales.

Se han desarrollado tres formas sucesivas de determinar los
pardmetros de esta aproximacion, cada una superior a !a anterior, En
la primera versién, MINDO/13!, no fue postble reproducir
stmultineamente los calores de atomizacion y geometrias moleculares.,
En la segunda version, MINDQ/2, se lograron reproducir mejor los
resultados experimentales, aunque todavia estaban presentes algunas
diferencias. Finalmente, otra redefinicion de los parimeiros condujo a
la version final del método llamado MINDQO/333,

Con las diferentes versiones del méiodo MINDQ pueden hacerse
buenas estimaciones de los calores de atomizacién, geometrias
moleculares, momentos dipolares, potenciales de ionizacién y
constantes de fuerza.

Dewar y Thiel introdujeron en 1977 el método MNDO 22, la
motivacién para desarrollar este método surgié cuando estos
investigadores advirtieron que los métodos, como MINDO/3, que se
basan en el formalismo INDO, no reproducian adecuadamente los
efectos debidos a las repulsiones entre pares clectrénicos libres. Por
consiguiente, a fin de evitar muchas de las debilidades del método
MINDOQ/3, los autores fundamentaron el méiodo MNDOQO sobre las
aproximaciones efectuadas en el esquema NDDO.

La diferencia principal entre las aproximaciones INDO y NDDO
estriba en el tratamiento de las integrales de repulsidn bicéntricas y
las de atraccidn core-electron bicéatricas. El esquema NDDO
proporciona una mejor aproximacion a la matriz de Fock total ya que
contiene todos los términos bicéntricos que consideran a la
interpenetracién diferencial monoatémica.

Desde el punto de vista [isico, en la aproximacion INDO solamente
se considera el monopolo de una distribucion de carga mientras que en
la aproximacién NDDO, el tratamiento de los términos bicéntricos



incluye términos multipolares y sus interacciones. En otras palabras,
dentro del esquema INDO las repulsiones electrén-electrén bicéntricas
¥ las atracciones core-electron se promedian esféricamente, mientras
que en NDDNO éstas muestran una dependencia angular debido a las
diferentes orlentaciones que pueden adoptar los multipolos superiores,
Asimismo, en el esquema INDO la direcclonalidad del enlace quimico se
describe solamente en las integrales de resonancia B , mientras que
en NDDO se incluye también en las repulslones electronicas bicéntricas
y las atracciones core-electron.

Por lus razones expuestas anteriormente, se espera que un
método basado en el esquema NDDO serd superior a uno basado en el
esquema INDO, siempre y cuando los efectos direcclonales sean
importantes en una molécula.

1.2.2.1 METODOS MNDO Y AML.

Los métodos MNDO (Modified Neglect of Diatomic Overlap) y
AM]1 (Austin Model 1) pertenecen a una serie de métodos de orbitales
moleculares desarrollados por M. J. S. Dewar y colaboradores+45, cuyo
objetivo fue producir métodos de calculo capaces de proporcionar
resultados precisos de interés para el quimico orginico a un costo
computacional razonable. Debido a que en general los requisitos de
precision quimica y economia computacional no son compatibles, se
tuvo que establecer un equilibrio entre economia y precision.

Para disminuir el costo de los cdlculos, es necesario modificar el
tratamiento de Roothan-Hall. Dewar y Thiel, crearon modificaclones
basindose en las aproximaciones realizadas por Pople, sobre todo para
el método INDO?5 | donde se reduce el nimero de integrales de
repulsion electrénica usando la aproximacién del core, lo cual implica
una reducccidn en las series de funclones base correspondientes a los
orbitales atdmicos de los electrones de valencia, y el desprecio de
todas las integrales que involucran interpenetracién diferenclal,
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excepto las integrales monoelectrénicas del core de resonancla.(fn) ¥
las integrales monocéntricas de Intercambio <av/puvx

La aproximacién del core es clertamente razonable, y se puede
Justificar al igual que el desprecio de las integrales de repulsion
electrénica que involucran traslape diferencial diatémico96,

Las conslderaclones anterlores son las que hizo Pople en la
aproximacién NDDO25.29, Por otra parte, el desprecio de las integrales
de repulsién monoelectrénicas efectuadas en INDO, no son justificables
34, en consecuencia, Dewar y colaboradores consideran que NDDO debe
ser la base ldgica de un tratamiento semlempirico.

Una de las aproximaciones utilizadas en CNDO 23,2647 e INDQ23,25
es que las integrales de repulsidn <ppvv> entre un orbital %« del &tomo
A y otro orbital atémico ¢s del &tomo B se consideran iguales (=ya ).
Esta simplificacion es esencial, si los resultados de los cilculos deben
ser Invariantes con la rotacién de los ejes cartesianos 23,29, En el
método NDDO, no se supone que las integrales sean iguales. Ademas,
NDDO no considera un nitmero adicional de integrales bicéntricas, las
cuales involucran un traslape diferenclal monocéntrico, y que por lo
tanto, son despreciadas en CNDO e INDO. En consecuencia, el problema
de la parametrizacién de NDDO es mayor que para CNDO, ya que deben
evaluarse 22 integrales bicéntricas distintas.

Dewar y Thiel desarrollaron un procedimiento para estimar las
integrales de repulsion de NDDO y utilizaron éstas, para una completa
reparametrizacién de NDDO para H, C, N y O. Este nuevo tratamiento es
llarmado MNDO.,

La aproximacion del core consiste en considerar que los
electrones del core de valencia se mueven en el campo de un core fljo,
el cual estd compuesto del nticleo y los electrones del core interno

Los orbitales moleculares del core de valencia (y) se representan
mediante combinaciones lineales de un conjunto minimo de funciones
base ( ®v )

=2 Cui §
Y g i By (@
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Los coeficientes Cu se encuentran a partir de las ecuaciones de
Roothaan2i-Hall48; las cuales, dentro de l1a aproximacion NDDO,
adquieren la forma:

S (Fru-E8w)Cyi =0

en laque E es el valor de la energia de! orbltal molecular, ¥ y B eg
la delta de Kronecker. Los elementos de la matriz de Fock ( Fy,) son la
suma de una parte monoelectronica (H,,) v una bioelectrénica ( Ey,).

La energfa electrénica es:

Ecl='é'z z Py (Hy + Finy)
[T

en esta ecuacldn, P,, es un elemento de la matriz de orden de enlace.
En lo sucesivo, supondremos que los orbitales atémicos % y $
estan centrados en el 4tomo A y los orbitales atémicos & y ¢ en el
atomo B (A=B), Los indices A o B se usardn para asignar un simbolo
particular al &tomo A o B, respectivamente.
Considerando esta notacion, 1os elementos de la matriz de Fock
dentro del esquema NDDO son;

A B
Fup =Upu + z Vi + z Pyv [< Ry > - %q.w/;tv >] - z z P;_o <tp/ho>
B v B ko

8
Fuo = 2 Viwn +%- P+ [3 <pulpu> - cuufousl+ 5 5 Py, <puiho>
B , B Ao

A B
Fuv =B -%—z z‘ Py <uv/io>
u Al
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En la matriz de Fock aparecen los sigulentes términos:

a) Energias monoelectrénicas monocéntricas,Upe , las cuales
representan la suma de la energia cinética de un electrén en el
orbital atémico % del dtomo A y su energia potencial debida a la
atraccion por el core del atomo A,

b) Integrales de repulsién bioelectrénicas monocéntricas; por ejemplo,

integrales de Coulomb <pi/vu> = g e integrales de Intercambio
<pv/pu> = hy,, |

¢) Integrales de resonancia monoelectrénicas bicéntricas fun .

d) Atracclones monoelectrénicas bicéniricas, Y8 entre un electrén en
la distribucién ¥« Yv del 4tomo A y el core del atomo B.

e) Integrales de repulslén bloelectrénicas bicéntricas <puv/ho> |

La energia total de la molécula, B, , es la suma de la energfa
electrdnica, E, , y las repulsiones, Eas , entre 1os cores de los atomos A

y B.
Eow=Ea+y 3 Euw
A < B

E! calor de formaclén de la molécula, AHr , se obtiene
restando a {a energfa total las energias electronicas de cada
atome, E} , ¥ sumando los calores de formacién experimentales,
AHP, de los stomos que constituyen la molécula.

AHf=Eq - 3 EA+ T aH!
A A
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En el método MNDO, los diversos términos de la matriz de
fock y las repulsiones Ean , no se evaluan analfticamente, Estos se
determlinan a partir de datos experimentales o de exprestones
semlempiricas, las cuales contlenen parametros numéricos que se
pueden ajustar con el fin de reproducir algunos datos
experimentales. Se espera que la Introducclén de parametros
ajustables compense el menosprecio de la correlacién electrénica
y los errores debidos a las suposiclones hechas en el esquema
NDDQ.

La incapacidad de reproducir los puentes de hidrégeno fue
fatal para la aplicaclén de MNDO en el estudio de sistemas
blologicos interesantes. Dewar comenzo inmediatamente a
trabajar para corregir este problema. La reparametrizacién no
fue la soluclén, porque no existen terminos en MINDO que
puedan corregir 1a exceslva repulsion a distanclas de van der
Waals. En lugar de esto, se asigné a cada dtomo un namero de
gaussianas esféricas para simular los efectos de correlacién. El
termino core-core en AM1 se transformo a

Eap = ZaZp(sqsa | susn)

.
+ ZaZn/Ran 3, [afa)e—BAIRA = AND 4 g ()o = ABNRAD = ciBIIY)
v

en el cual ai(A), bi(A) y ci(A) son parametros.

Esto incremento el ndmero de parz{metros de 7 originales a
entre 13 y 16 por dtomo,

Con AM1 se reprodujo el enlace de hldrogeno del dfmero de
agua con una energfa de 5.5 kcal/mol49,

Por 198550 cuatro elementos fueron parametrizados: C, H, N
y O. Actualmente son dlecislete los elementos parametrizados,
estos incluyen F, Cl, AL, P, S, B, Zn, Hg, Ge, y Sn.

Las barreras de reaccién calculadas con MNDQ son
generalmente muy altas, mlentras que las obtenidas con AM1 son
considerablemente mejores, aunque tamblén son frecuentemente
altas. Los calculos a primeros principios de las barreras de
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activaclén calculadas a nivel Hartree-Fock son también demasiado
grandes. Bsto se corrige usualmente por un moderado grado de
correlacién, Las barreras no pueden calcularse por este método st
el estado de transicién no es estabie a nivel Hartree-Fock esto es,
si hay un cruce de dos estados de muy diferente caricter, o si los
enlaces covalentes son rotos o formados, etc.

MNDQO predice poca establlidad para moléculas
estéricamente impedidas, este efecto es muy rnarcado en
neopentano. En contraste, predice mucha estabilidad para los
anlllos de 4 miembros. El AHr predicho para el cubano, por
ejemplo, tiene un error de -49.6 kcal/mol. Estos errores son
corregidos por AM1.

AM1 funciona mejor que MNDO para hidrocarburos.

MNDO no predice bilen los calores de formacion de
compuestos hipervalentes; consecuentemente no debe usarse
cuando se involucren sistemas hipervalentes.

Los errores en el AH;y de cationes son ligeramente mayores
que los errores equlvalentes en moléculas neutras. Por esto, se
debe tener cuidado en cualquler cdlculo que Involucre especles
cargadas.

Ambos métedas reproducen las geometrias de estado basal
adecuadamente, Los errores promedlo son: para longitudes de
enlace 0.054 R en MNDO y 0.050 & en AM1, para dngulos de
valencia 4.3° en MNDO y 3.3° en AM1 y para dngulos diedros
21.6°,en MNDO y 12.57en AM1.

Actualmente, los métodos semiempiricos estan
evolucionando aceleradamente. Los promedios de error se
reducen aproximadamente el 50% por decada. En realldad,

algunos resultados de cdlculos semiempiricos sugieren que clertos

datos experimentales tlenen una exactitud cuestionable.
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1.3 POTENCGIAL DE IONIZACION, CALOR DE FORMACION Y
MOMENTO DIPOLAR.

Los métodos MNDO y AM1 que se utilizaron en este trabajo nos
proporcionan, ademas de la conformacién de minima energia y de la
estructura electrdnica, otros parametros fisicoquimicos como el
momento dipolar, potencial de lonizacidn y calor de formacién.

Estas propiedades pueden relacionarse con su reactividad,
estabilidad o actividad bloléglca. Por esta razén, a continuacién
discutiremos brevemenite estas propledades,

1.3.0 POTENCIAL DE [ONIZACION.

Desde hace varios afios se ha tratado de relaclonar la teoria con
el experimento a través de ciertas propledades moleculares, por
ejemplo el potencial de ionizacioén (PI), el cual se define como la
energia necesaria para eliminar un electrén de una molécula en fase
gASCOSA.

R-——-> Rt e AH=PI

El primer potencial de ionizacién se refiere al electrén menos
unido a la molécula. Desde un punto de vista tedrico, los potenciales
de lonlzaclon son Importantes debido a que su valor corresponde, de
manera aproximada, a 1a energia del orbital molecular ocupado de
mayor energia ([HOMO) del sistema y por consiguiente, su
determinaclén ha sido atil para evaluar teorias de orbitales
moleculares. En reciprocidad, estas teorias son frecuentemente utiles
para entender los efectos de la estructura sobre el PI. A partir del
valor de P.1. obtenemos indicios importantes acerca del estado
electrénico de una molécula.

T.C.KoopmansS! prob6 que la energia necesaria para sustraer un
electréon de orbital en un dtomo o molécula con capa cerrada, tiene un
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valor aproximado al negativo de la energia de Hartree Fock, e; , del
orbital. Ya que esta cantidad es, en general negativa, el PI
(comtinmente llamado PI vertical) es un némero positivo que se
aproxima al PI observado. Por lo tanto, la energia de lonizacién
molecular o PI, puede estimarse tomando -e; del HOMO. El teorema
de Koopman da generalmente buenos resultados para la energia de
orbitales, aunque no siempre proporciona buenos valores para los PL

Al aplicar este teorema, suponemos que los orbitales del ion son
idénticos a los del sistema de capa cerrada, esto es una aproximacion;
no obstante, el teorema de Koopman se cumple en muchos casos con
sorprendente precisiéon. Ahora bien, aunque no se entiende
completamente la razén de esto, se afirma que el cambio de energia
producido por la distorsién de los orbitales del ion, es compensado, por
un camblo de energia de correlaciéns2, Asi, aunque es erréneo suponer
el comportamiento de orbital constante en los estados basal y ionizado,
tal suposicién funciona bien.

1.3.1 CALOR DE FORMACION.

Otra propiedad molecular de importancia, es el calor de
formacién estindard, definido como el cambio de entalpia para la
reaccién en la que un mol de un compuesto determinado se produce a
partir de sus elementos en sus formas mas estables.

Los calores de formacién estindard, AHr , se obtienen en algunos
casos de manera directa por medicion en un calorimetro, pero por lo
general, se determina Indirectamente usando calores de combustién
junto con Ia ley de Lavolisier-Laplace y la de Hess.

Los compuestos para los cuales aHy es negativo son, por lo
general, mas estables con respect. a sus elementos, porque se libera
energia en su formacidén. Por ~ca parte, un valor positivo de AHf
indica que el compuesto puede formarse a partir de sus elementos solo
cuando se proporciona energia al sistema reaccionante; estos
compuestos son menos estables que los elementos puros.
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1.3.2 MOMENTO DIPOLAR

La distribucién de carga eléctrica en una molécula se encuentra
estrechamente relacionada con un gran ntimero de propiedades o
fendémenos observables, tal como el momento dipolar eléctricou .

En general, las medidas de momento dipolar no se usan para
obtener longltudes de enlace, ni para conocer con exactitud Ia
separacion de cargas. Sin embargo, el conocimiento de los momentos
dipolares de un compuesto resulta muy (til para determinar la
conformaclén molecular e informa acerca de la posicién atémica
relativa en el espacio, de una especie; es declr, de su simetria.



CAPITULO 2

Estudio de la relacion estructura-actividad
anglgesica de 3-octahidro-1H-pirano
(4,3-c)piridin-8a-il fenoles

2.0 INTRODUCCION,

Este capitulo presenta los resultados obtenidos del estudio de la
relacién estructura-actividad analgésica de 3-octahidro-1H-pirano(4,3-
c)piridin-8a-il fenoles mostrados en la figura 2.1:

OH

@ N W e Wy

]

R = Me
R = Pr
R = CHCH=CH;
R = CHyC®CH
R = i-Bu
=
R = CH,CHCHCHp
R = CHCHZCHCHCH,
R = CH,CH,CH=CH;
R = CHCHCH,CH;CHy

10 R = CHCH=C(CHa),
11 R = CHCHCgHs

Figura 2.1. Compuestos estudiados.

La actividad anatgésica de los compuestos antes mencionados fue
probada por D. E. Bays y colaboradoresS3. Con los resultados de
actividad biol6gica obtenidos por estos autores, nosotros realizamos un

- estudio ACUARESA. Para esto, primero se realizd el analisis
conformaclonal de la serie de compuestos mencionada, utllizando para



tal efecto cilculos de mecanica molecular, por medio del programa
MMX87, y cilculos cudnticos semiempiricos de orbitales moleculares
con el mérodo de calculo MNDO.,

Se han estudiado muchos andlogos subestructurales del esqueleto
o nicleo de la morfina (12); de entre los que se han descrito4, los
trans-4a-aril-decahidro-isoquinolinas {(13) representan una clase de
compuestos que rectentemente se han investigado tanto por quimicos
organicosss, como por quimicos medicinalesS, Estos compuestos
conservan la estructura del anillo rigido trans C/D y la media
aromaticidad axial de Ia morfina. Para ciertos derivados {(por ejemplo
(14)43) se ha reportado que tienen propiedades opioides analgésicas.
El reciente descubrimiento de que los 6-oxamorfianos (por ejemplo
. proxorfan (15)57) presentan buena actividad andlgesica, pero con
reducidos efectos colaterales, estimulé el intéres por sintetizar y
evaluar un sistema que es un fragmento estructural analogo: trans-8a-
ariloctahidropirano (4, 3-¢) piridina (1 6)45,

[ &

La H
& L b ey —<
H
12 13 14
H
NCH _Q O
H 8a
HO —u
0 Ar R
15 16

Figura 2.2
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D.E. Bays y colaboradoress8 sintetizaron nuevos cis- y trans-3-
(octahidro-1-H-pirano(4,3-¢)piridin-8a-il)-fenoles (17) y los sistemas
tiopirano equivalentes (18). Los compuestos que sintetizaron fueron
tales que les permitieron cambiar Ia naturaleza del nitrégeno y del
carbono C4 del anillo pirdanico; esto con el objetivo de estudiar el perfil
farmacolégico de algunos morfinianos que sostienen sustituyentes en
elanillo C59,

Esta bien establecido que los oploides exégenos e inddgenos
interactian con tres distlntos tlpos de receptores de oploides,
designados como receptores p, x, y 860, Para los diferentes tipos de
perfiles farmacoclogicos de p y k-agonista, se ha sugerido que opioldes
con prominente componente x-agonista deben ser analgésicos mas
seguros que los tradicionales parecidos a la morfina o p-agonistasél.
Bays y colaboradores probaron la actividad antinociceptiva de estos
compuestos y, hasta donde les fue posible, su 1nteracclén con los
subtipos de receptores de oploides p y x.

OH

17 X =0, ¥Y =H nu

6 B

18 X =85, Y=H =

Figura 2.3. Compuestos 17 y 18



Se prob6 en vivo la actividad antinociceptiva de los trans-3-
(octahidro-1-H-pirano-(4,3-c)-piridina-8a-it) fenoles (1-11) en rata
usando el examen de constriccién abdominal acetilcolina-inducidas? y
el efecto sobre la orina excretada. Este examen demostrd ser un
modelo muy atil para la caracterizacién In vivo de diferentes tipos de
receptores oploides agonistas: los p-agonistas inducen antidiuresis
mientras los x-agonistas causan diuresisé3. Ademas, los x-agonistas
con alta actividad producen una marcada diuresls mientras los
parclalmente x-agonistas producen una maxima dlsminucién de
diuresis®4, Los compuestos que tienen actividad tanto sobre receptores
u como x producen un efecto bifasico (2 fases) : Un efecto Inicial
antidlurético seguido por una diuresis mds sostenida,

Im vitro se evalfio la selectividad de ¥/« de los compuestos
menclonados utilizando preparaciones de fleén de conejilio de indias.
El bloqueo del p-receptor fue producido por el oplolde antagonista
irreversible p-funaltrexamina (b-FNA). Un bloqueador efectivo de
receptores « fue producido usando el antagonista irreversible no
selectivo B-cloraltriexamina (p~CNA), con proteccion concurrente
receptor p usando el agonista selectivo p (D-Ala,55 MePhe,66 Gly(o1)67)
enkefalin (DAGO)68,

2.1 METODOLOGIA Y RESULTADOS.

2.1.0 ANALISIS CONFORMACIONAL.

Se obtuvo la conformacién de minima energia del compuesto 1
utllizando el programa MMX8769 instalado en una computadora PC, el
cual realiza un cdlculo de Mecanica Molecular MM2 para obtener esa
estructura.

Esta estructura fue alimentada al programa MNDOQ70,

efectuandose un proceso exhaustivo de optimizacion. Estos calculos se
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realizaron en una computadora A12 de UNISYS. La figura 2.4 muestra
la conformacion, optimizada con MNDOQ, del compuesto 1 dibujado a
partir de las coordenadas finales. En ésta podemos observar que los
anillos fusionados presentan conformacion de silla.

Flgura 2.4, Estructura final del compuesto 1,

Para tener la segurldad de haber obtenido la conformacion de
minima energia, se calculé la barrera de inversion del metllo para el
compuesto 1 (figura 2.5).
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Los resultados se presentan en la figura 2.6. La diferencia de
energfa (AE) que se presenta en esta grafica, corresponden a la
diferencia entre la energia total generada para cada uno de los
diversos valores del dngulo diedro y el menor valor de energfa total
obtenida.

Inversion del metilo

20

Dif. de Ewergia (kcal/mel)

] + n
150 200 250 300
Angulo diedro C17-N16-C14-C11

Griéfica 2.6. Barrera de energfa para la inversién del metilo.



La numeracion utilizada se presenta en la figura 2.7.

24
¥ Y26 0 38
35«)34 2! q¥='=13‘-2’é
19:} 9f ‘}1%-11 39
33 3! 37

2
Figura 2.7. Numeraclon utilizada.

También se calcul6 la barrera de inversion del oxigeno (figura
2.8), para saber qué tan dificil es la conversién al otro conférmero.
Para esto, se fue cambiando el angulo diedro 019-C18-C15-C11 (ver
figura 2.7) optimizando cada vez los hidrogenos de los dtomos C12 y
C18 (carbonos adyacentes al oxigeno). Los resultados se presentan en
la figura 2.9. La diferencia de energia que se traza en esta grafica,
corresponde a la diferencia entre la energia total generada para cada
uno de los valores diversos del dngulo diedro y el menor valor de

energia total obtenida.
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Figura 2.8 Inversidn del oxigeno.

Inversién del oxigeno
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Angulo diedro G19-C18-C15-C11

Figura 2.9. Barrerade inversion del oxigeno.

Tambi€n se calculd la barrera de rotaclon del anillo aromdtico
en el compuesto 1 cambiando el valor del 4ngulo dledro C10-C93-C2-C3.
1a figura 2.10 presenta los resultados obtenidos.
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Figura 2.10. Barrera de rotacion de! anillo aromitico.

Utilizando como base la estructura del compuesto 1, optimizada
con MNDOQ, y algunos datos de la literatura’!, se construyeron las
conformaciones iniciales de todos los compuestos; éstas se optimizaron
con el calculo MNDO obteniéndose asi la conformacién de minima

energia para todos los derivados.



2.1.1 Propiedades flsicoquimicas calculadas.

Se calcularon las densidades electrénicas en cada atomo,
calor de formaclon, potencial de ionlzacion, momento dipolar, energia
total y energia LUMO (tabla 2.1).

N- Alf N Pi ~Etumo Erotal

SUSTITUYENTE (keal-mol) | (Debye) | (e feV) (gV)_

Me -37.12 1,97 | 8.86 {0.12645(-3066.13
Pr -44.84 1.89 | 8.87 [0.11775[-3378.95
M, MH=CH; 170.29 1.30 { 7.35 |-2.4520|-3341.29
Q,CG=(H 19.24 2.00 | 8.87 {0.11524]|-3319.51
i-Bu i -43.27 1.95 8.86 [0.12506]-3535.13
CH,CHCH,GH, 23.47 | 1.95 | 8.86 |0.11874|-3503.90
H,QH,CHCHLA, 135.17 2.29 | 8.84 |0.14418-3655.30
QH(HCH=CH>» 41,31 1.97 | 8.86 10.12499|-3503.13
G, CHCH, QA -37.29 1.92 8.86 [0.12320{-3662.78
H,CH=C({Me), 57.87 1.98 | 8.86 10.12199|-3658.65
(,(H2Ph -12.76 1.94 | 8.86 |0.12010}-4045.45

Tabla 2.1. Propledades fisicoquimicas calculadas con MNDO.,



2.1.2 Densidades electrénicas.

Al comparar las densidades electrénlcas de todos los compuestos
estudiados, observamos que la presencia de los grupos sustituyentes
no afecta notablemente la estructura electrénica de los diversos
compuestos.

En [as figuras 2.11-2.16 se presentan las densidades electrénicas
calculadas con MNDO.

2.2 RELACIONES ESTRUCTURAACTIVIDAD BIOLOGICA.

Se buscd una relacién entre la actividad analgesica de los
compuestos de intéres con algin parametro flsicoquimico calculado o
reportado para éstos. Para esto, se calcul6 el log(1/DEsp) Yy se hizo un
andalisis ACUARESA utilizando los resultados obtenidos con los calculos
MNDO, mostrados en la tabla 2.1 y con el coeflciente de particién y la
refractividad molar (RM) . Estas dos tltimas proptedades se calcularon
con el programa desarrollado por Leo y sus colaboradores’2 en una
computadora VAX 8530, los valores obtenidos se presentan en la tabla
2.2,
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Figura 2.11. Densldades electronicas de los compuestos 1 y 2.
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Figura 2.12. Densidades electrénicas de los compuestos 3 v 4.
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Figura 2.13. Densidades electrénicas de los compuestos 5 y 6.
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Figura 2.14. Densidades electrénicas de los compuestos 7 y 8.
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Figura 2.15. Densidades electronicas de 1os compuestos 9 y 10.
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4.042 4.063
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Figura 2,16. Densidades electronicas del compuesto 11.

El analisis ACUARESA se realizo utilizando el programa QSAR de
Pomona College’3 en la misma computadora VAX 8530. Durante el
proceso se observd que las propledades calculadas con MNDO no
estaban relacionadas con la actividad biol6gica pero se apreciaba un
efecto estérico del sustituyente. Se decidid calcular el volumen y las
dimensiones de la caja que contiene al sustituyente, orientando la

molécula en la misma forma para todos los derivados (figura 2.17).
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Estos cdlculos se llevaron a cabo con el programa CHEMLAB II versién
9.0 en una computadora VAX 8530.

4
Figura 2.17. Dimensiones de la caja que contlene al sustituyente.

Del analisis ACUARESA se obtuvo una relacion de Ja actividad con
la constante hldrofébica y la "altura de la caja”, Esta relacién se
presenta en la ecuacién 2.1.

log 1/DEsg = 1.097 (0.359) x - 0.772 (0.413) Y

-0.332 (1.033) (2.1}
n=11, r=0.928, 5=0.271.

Los valores entre parentesis indican los Intervalos de conflanza
construidos para el 95%. n es el nimero de datos usados, r el
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coeficiente de correlacidn y s la desviacion estandar. La correlaciéon
entre las variables x y Y de la ecuacién 2.1 es: r = 0.654.

La tabla 2.2 presenta los valores utilizados para obtener esta
ecuacidn, los valores predichos y las desviaciones con respecto a los
valores observados. También se muestran los valores de refractividad
molar calculados. :

Tabla 2.2. Datos utilizados para obtener la ecuacion 2.1,

N- log(1/DEsp) { log(i/DEsg) | Alog RM T Y
SUSTITUYENTE observado calculado | WEDsg | cale. calc. cale.
Me -1.16 -0.91 |-0.25110.552 [0.876 [1.933
Pr -0.44 -0.29 |-0.150}1.480 {2.054 |2.867
HCH=CH, -0.56 -0.87 0.314 |1.454 |1.510 | 2.850
a1,GCH -1.68 -1.80 0.120 | 1.277 10.646 | 2.822
i-Bu -0.68 -0.65 ]-0.033]1.944 |2.583 | 4.081
G CHCHOH -1.10 -1.21 0.112 11,806 }1.969 |3.941
(H,HCHCH, Q| -0.73 -0.35 {-0.382{2.270 [2.498 [3.573
| GH2CH, GH=CH -0.24 -0.38 0.138 ] 1.918 ] 2.039 |2.959
HoCHCHGH A, -0.13 -0.03 1-0.1631{2.230 12.528 |3.122
Gl,CH=C(Me)2 -0.86 -0.74 |-0.117[2.382 | 2.438 ]4.000
,1,Ph 0.83 0.42 0411 |3.527 {2.943 |3.211

2.3 DISCUSION.

En la figura 2.6 se puede observar que la estructura de la que
se partid para calcular la barrera de rotacidn si es la de minima
energia, porque aunque se presenta el otro minimo en la grafica, su
energia total es 2,86 kcal/mol mayor y ademds no es una




conformacién estable pues la energia de ésta no es muy diferente a la
del méximo, por lo que preferentemente el sustituyente del nilirégeno
estara en posicién ecuatorial.

Esto es importante porque, comparando con la morfina?, se
observa que el sustituyente del nitrogeno esta también en posicion
ecuatorial (fligura 2,18).

Figura 2.18. Estructura de la morfina.

En la figura 2.9 podemos observar que la estructura de minima
energia es la que se obtuvo Inicialmente con el calculo MNDO, pero
existe otra conformacién estable donde el dngulo diedro del 019 tiene
un valor de -5.7699, En esta conformacion el anillo que contiene al
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oxfgeno presenta una conformacion de bote. Es pertinente aclarar que
esta ultima conformacién se relajd totalmente, asegurdndonos de que
ésta corresponde realmente al minimo de energia.

La diferencia de energia entre la conformacién inicial y fa
correspondiente a la del otro minlmo de energia es de 5.55 kcal/mol
slendo esta conformacién bastante estable, pues para pasar al otro
conformero tlene que vencer una barrera de energia de 34.14
kcal/mol.

Sl comparamos la estructura del compuesto 1 con la de la
morfina (figura 2.19) podemos observar que el sustituyente del
nitrégeno es ecuatorial en ambos compuestos. Con respecto al otro
anillo, aunque en la morfina el anillo tiene conformaci6én de bote y en
el compuesto 1 de sllla, en ambos compuestos, €l oxigeno (de éter en
el 1 y de alcohol en la morfina) esta dirigldo hacla el anillo aromatico.

Por otra parte, en la morfina el anlllo que tiene al grupo
alcohol, no puede tener conformacién de silla por 1a rigidez impuesta
por los otros anlllos. Esto sl puede ocurrir en el compuesto 1.

Una observaclon interesante que surge al comparar las

estructuras anteriores es que la posicién del anillo aromatico es muy ’

semejante (flgura 2.18). En efecto, aun cuando en el compuesto 1 este
anlllo puede girar libremente, toma una posicién muy parecida a la de
la morfina, en la cual el anillo aromatico no puede girar porque esta
unido a Jos ottos ciclos, ]

Debemos observar que en las estructuras anteriores el plano del
anlllo aromatico es muy semejante, pero la posicién del -OH del anillo
aromético es diferente.
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MORFINA COMPUESTO 1

Flgura 2.19. Comparacion de la morfina con el compuesto 1.

Esto es muy importante si consideramos que la actividad
bioldgica de los compuestos estudiados depende de su semejanza
estructural con la morfina; ademés, si giramos 180 grados el anillo
aromatico del compuesto 1 para tener al -OH en la misma posiciéon que
en la morfing, la energia no debe cambiar sustancialmente.

En la figura 2.10 se puede observar que Ia diferencia de energia

entre la conformacién inicial que se tenia y la conformacién con el

56



anillo aromatico girado 1800 es casi nula, como se habia pensado
Inicialmente. De tal forma, que es igual de probable que el anillo tenga
estas dos posibles posiciones.

Del analisis ACUARESA podemos observar de 1a ecuacién 2.1 que
ni la distribuclén electrénica ni las propiedades fisicoquimicas
calculadas con MNDO forman parte de la ecuacién de correlacion, sin
embargo es clara la influencia de la hidrofébicidad y el tamaino del
sustituyente sobre la actividad biolégica.

Podemos observar que la correlacion entre las variables
involucradas: constante hidrofobica (x) y la dimension Y de Ia caja que
contiene al sustituyente, es un poco alta: r = 0.654, r2 = 0.428; pues,
como ya se menciono en el capitulo 1, en el estudio cuantitativo de
relaciones estructura-actividad se pretende tener variables
ortogonales, con un r2 no mayor de 0.30. Sin embargo, la correlacién
entre las variables no es excesivamente alta, y como el coeficiente de
correlacién de la ecuacién 2.1 es bastante bueno, r=0.928, podemos
decir que esta ecuacion es aceptable y que el ACUARESA muestra que
la diferencia entre la actividad bioldgica de los diferentes compuestos
estudiados se debe al diferente efecto esiérico e hidrofébico de los

sustituyentes y no a un cfecto electrénico.

2.4 CONCLUSIONES.

Se realizé el andlisis conformacional de los 11 compuestos
estudiados y se obtuvo la conformacién de minima energia de éstos,

observandose que la conformacion de estos opioldes es muy semejante

w
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a la de la morfina. Especialmente llama la atencién que, en nuestros
compuestos, €l anillo aromdtico toma la misma posicién que el anillo de
la morfina, aun cuando en la morfina esta fijo y en nuestros
compuestos no.

El hecho de que el anillo aromdtico, en una conformacién
bastante estable, tenga la misma posicién que en la morfina, puede
Indicar una cierta interaccién del receptor con esa parte de la
molccuia,

Se calcularon, con el método de calculo MNDO, la distribucion
electrénica, las energias de los orbltales moleculares, calor de
formacién, mowmento dipolar, potencial de ionizacién y la energia total.

Uttlizando el programa MEDCHEM se calcularon las constantes
hidrofébicas y la refractividad molar de los sustituyentes.

Se realiz6 el analisis ACUARESA con las propledades calculadas y
se observo que Ia actividad bioldgica depende de la hidrofébicidad y
las dimensiones del sustituyente y no del efecto electrénico de éste. En
cfecto, utilizando el programa CHEMLAB I, se calcularon las
dimenslones de la caja que contiene al sustituyente y el volumen de
ésta, separandose asi el efecto de volumen del sustituyente en sus
componentes X, Y y Z, observandose que la dimensioén Y es la que
influye en la actividad bioldgica.

El estudio ACUARESA nos dio una buena correlacién entre la
actividad bioléglca y las constantes = y Y. Sin embargo, estas variables
estdn correlacionadas, lo que sugiere estudiar derivados que tengan
sustituyentes como -EtOH, -AcOH, etc, que rompan la correlacién entre

xy Y.
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CAPITULO 3

Estudio de la relacidn estructura-actividad de
Ia hidrdélisis de ésteres de N-benzoilglicina
por papaina.

3.0 INTRODUCCION.

Un problema de mucha importancia en bioquimica, y en general
en toda la biologia, es entender los parametros estructurales que
goblernan el enlace de substratos e inhibidores con blorreceptores.
Aunque hay muchas maneras de atacar este problema, nosotros
escogimos estudiar la interaccién de ligandos con enzimas cuyas
estructuras se han determinado por cristalografia de rayos X. Tenlendo
esta informacidén podemos utilizar dos poderosas herramientas, con
bases independientes, para enfrentar este problema: relaciones
cuantitativas estructura-actividad ACUARESA (quantitative structure-
activity relationships. QSAR) y andalisis grafico molecular
tridimenslonal?s7s, '

La aproximacién ACUARESA se basa cn el uso de descriptores
numéricos de las propledades electronicas, hidrofilicas y estéricas de
los ligandos?? y en el empleo de métodos estadisticos para relacionar
estas propiedades con parametros de cinética enzimatica (Km ke €1C.)
obtenidos del estudio de Ia enzima en solucién. Esto nos da una
ecuacién (ACUARESA) la cual puede usarse para comparar la
interaccién del ligando en solucién amortiguadora con la interaccién en
la célula viva o bien, el organismo completo?s.

La papaina es una molécula interesante para €l estudio de cémo
los ligandos se enlazan a las enzimas. Es una enzima barata, es facil
trabajar con ella , se conoce su estructura cristalograflca’® y presenta
un extenso intervalo de actividad hidrolitica con una amplia variedad



de ésteres, amidas y peptidos. Walsh ha conjuntado muchas
referencias que discuten el mecanismo de acceién de la papaina80,

Un ejemplo de ACUARESA lo podemos obtener del estudio de la
hidrélisis de ésteres de R-N-benzoliglicina (de aquf en adelante
compuestos 1 9) por papaina. Esto se ilustra con la ecuacién 3.181,

3
R ——
4§ / OCOCH,NHCO
19
108 1/Km = 0.57c + 1.03my" +0.61RM, + 3.80 (3:1)

n=25, r=0.907, s=0.202

En los ligandos 19, R representa polisustitucién o
monosustitucién. En la ec. 3.1 Ky, es la constante de Michaells, o es 1a
constante de Hammett82 para efectos electronicos de R, w3 es la
constante hidrofdbica del més hidroféblico de los posibles sustituyentes
en Ia posicién 3 de 19, RM4 es la refractividad molar de los
sustituyentes en 4, n es el namero de compuestos utilizados, r es el
coeficlente de correlacion y s es la desviacién estandar. 1a prima de na
denota que de los dos posibles sustituyentes en meta solo el mas
hidrofébico es parametrizado en 1a ecuacién 3.1. El valor de = para el
sustituyente menos hidrofobico se establece igual a cere porque es -H.

El poder de la metodologia involucrada en 1a ecuacién 3.1 es que
se puede aplicar a cualquier receptor se congzca O no su estructura. La
debilldad de esta, actualmente, es que no se tiene una base tedrica
solida para ésta. No tendremos esta base tedrica hasta que no
entendamos exactamente como trabajan las enzimas y los receptores.



En este capitulo se presentan los resultados obtenidos del
andlisis ACUARESA de la hidrélisis de 3-fenil hipuratos (19) por
papaina. Se han realizado varios estudios de cinética enzimatica de
esta reacciéon con diversos sustratos. Hansch y colaboradores$3
midieron keai, Km ¥ Kkon (constante de rapidez de la hidroélisis no-
enzimatica) para 25 derivados de 19. Los resultados obtenidos en ese
trabajo son los que se utilizaron para nuestro estudio.

Se han estudiado andlisis ACUARESA de esta hidrolisls
enzimatica, en los cuales se han obtenido buenas correlaciones de
log(1/Kn) con parametros fisicoquimicos como o y =8t asi como con
relaciones entre el log(kcat/Km) con la longitud del anillo sustituido y
con el parametro de efecto de campo F85,

En los trabajos anteriormente mencionados solo se presentan
relaciones con propledades medidas experimentalmente. En este
trabajo se utllizan ademas resultados de mecanica cuédntica. Se estudio
la relacidén de la actividad blclégica con algunos pardmetros
experimentales y con la energia de los orbitales HOMO y LUMO
calculadas con el método semiempirico de orbitales moleculares AM1.
Esto muestra la aplicacion de la mecanica cuantica al estudio de
relaciones estructura-actividad bloldgica. Esto es lo que denominamos
ACUARESA no-clasico

3.1 MEI‘ODOLOGfA Y RESULTADOS.

Utilizando el programa QUANTABS6 se construyo el compuesto 19

con R = H y se obtuvo la estructura de minima energia utilizando
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CHARMM, el cual es un programa de mecanica molecular. Después de
la minimizacién, se fljaron los 4ngulos diedros de la glicina iguales a los
valores del residuo alanil-metileno, obtenidos de la estructura de
ré\yos X del complejo oxibenzoll carbonil-L-fenilalanli-L-
alaniimetileno-papaina8? (cristalografla de rayos X). Con esta
estructura se realizo un célculo AM1 minimizando las longitudes de

" enlace y los dngulos de valencia. Los &ngulos diedros no se optimizaron
para conservar la conformacién que debe tener el sustrato cuando esta
ligado a la enzima,

Con la estructura obtenida del procedimiento anterior se
realizaron los cdlculos AM1 de los otros compuestos, optimizando
unicamente el sustituyente.

Todos los calculos AM1 se realizaron desde el programa
QUANTA, despues de haber arreglado la interfase entre QUANTA y
MOPAC 6.0, ambos programas Instalados en una computadora Silicon
Graphics4D25.

3.2 RELACIONES ESTRUCTURA-ACTIVIDAD BIOLOGICA.

Para el analisls ACUARESA se utilizaron los valores de la energia
del HOMO y del LUMO obtenidas con los calculos AM1, los resultados
de Ky, ¥ Kca: Obtenidos por Hansch y colaboradores?2 y los valores de =,
ay RM reportados en la literatura%10, Estos datos son los mismos que
utilizaron Hansch et al en su trabajo. Los tomamos asi para que
nuestras ecuaciones pudieran compararse ccn las de ese trabajo.
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La tabla 3.1 presenta los valores utilizados para el analisis
ACUARESA.

El an&lisls estadistico se realizo utilizando el programa QSAR de
Pomona College®8 en una computadora VAX 8530.

Tabla 3.1, Datos utliizados para las ecuaciones 3.2-3.7.

log

(keat'K} | 0} -Erowo | -Erumo | RMy | w302

observado {eV} {cV)
-H 4.40 0.00 | 9.600 | 0.281 | 0.10 0.00
4-NH> 4.19 -0.66 | 8.687 | 0.241 { 0.54 0.00
4-OCH3 4.62 -0.27 | 9.178 [ 0.286 | 0.79 0.00
4-CN 4.83 0.66 | 9.961 | 0.840 | 0.63 0.00
4-F 4.35 0.60 | 9.586 | 0.388 | 0.09 0.00
4-CH3z 4.54 -0.17 | 9.352 ] 0.270 { 0.56 0.00
4-CONH3 5.01 0.36 { 9.903 { 0.679 { 0.98 0.00
4-Cl 4.68 0.23 | 9.566 | 0.404 | 0.60 0.00
4-COCH3 5.39 0.50 { 9.885 } 0.771 1.12 0.00
4-NO7 5.47 0.78 §10.220] 1.419 | 0.74 0.00
S5-NHCOCH3 4.41 0.21 | 9.132 ] 0.336 ) 0.10 0.00
5-CONHz 4.54 0.28 | 9.867 ] 0.566 j 0.10 0.00
5-CN 4.92 0.56 110.001) 0.719 0.10 0.00
5-NO3z 5.02 0.71 1 10.114] 1.359 0.10 0.00
3-F 4.59- 0.34 1} 9778 | 0.382 0.10 Q.14
3-CHz 5.13 -0.07 | 9497 | 0.270 0.10 0.56
3-Cl1 5.34 0.37 | 9.724 | 0.357 0.10 Q.71
3-CF3 5.70 0.43 110.099] 0.745 | 0.10 { 0.88
5-NHz 4.43 -0.16 { 8941 [ 0.255 § 0.10 { 0.00
4-SOzNH b 4.83 0,57 §10.173| 0,959 | 1.23 0.00

a w3 tiene el mismo significado que en la ecuacion 3.1.
b No se tomo en cuenta para las correlaciones.

Para el analisis ACUARESA primero se estudlaron los compuestos

con sustituyentes en la posicién 4. El compuesto con R=SOzNH; no se
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ajustd a la correlacién. Esto se explica por el hecho de que este
compuesto presenta problemas cuando se trabaja experimentalmente.
Su baja solubilidad y su pequeiia Ae dificultan obtener un valor preciso
de K89, Ademas, el método de cdlculo AM1 no tiene buenos
parimetros para azufre?0, esto es, tanto los resultados experimentales
como los cilculos AM1 son malos. Asi pues, se descartd este compuesto
en todas las correlaciones.

Para esta serle, se obtuvieron las siguientes ecuaciones:

log(Kear/Km) = 0.628 (0.2806) o + 0.647 (0.387)RM, +
4.256 (0.253) (3.2)
n =10, r = 0950, s=0.152

log(keat/Km) = -0.777 (0.358) ELumo + 0.560 (0.406) RMq4 +
3.970 (0.268) (3.3)
n= 10, r = 0949, s = 0.153

log(Keat/Km) =-0.629 (0.258) Exomo + 0.720 (0.345) RMas -
1.728(2.430) (3.4)
n =10, r = 0958, s = 0.140

Los valores entre paréntesis indican los intervalos de confianza
construidos para el 95%,

Los valores de log(kcat/Km) medidos experimentalmente, los valores
predichos y las desviaciones con respecto a los valores observados, para las
ecuaciones 3.2, 3.3 y 3.4, se muestran en la tabla 3.2.



Tabla 3.2. Valores observados, calculados y desvlaciones entre estos
dos. obtenidos con las ecuaciones 3.2, 3.3 y 3.4.

log log alog log alog log Alog
Keat/Km | Keat'Km | keat/Km [ Kear/Km | kear’Km | Kear/Km | kear/Km

obs. calc. Fe. 3.2 calc. Ec.3.3 cale, Ec, 3.4

Ec. 3.2 Ec. 3.3 Eec. 34

-H 4,40 4.32 0.079 | 4.25 0.155 | 4.38 0.019
4-NH2 4.19 419 ]-0.001| 4.46 1-0.270] 4.12 0.066
4-0CHz 4.62 4.60 0.022 1 4.64 |-0.015] 4.61 0.007
4-CN 4.83 5.08 1-0.249] 498 [-0.146] 4.99 |-0.160
4-F 4,35 4.35 |-0.002| 432 0.028 | 437 |-0.015
4-CHs 454 4.51 0.028 | 4.49 0.046 ] 456 |-0.017
4-CONH, | 5.01 5.12 |-0.107| 5.05 [-0.036]| 5.21 {-0.195
4-Cl 4.68 4.79 1-0.109} 4.62 0.060 | 4.72 |-0.040
4-COCH3 5.39 5.30 0.094 | 5.20 0.194 1 5.30 0.095
4-NO; 5.47 5.23 0.245} 5.49 |-0.017 | 5.23 0.238

La correlacion entre las varlables utiizadas para las ecuaclones

3.2, 3.3 y 3.4 se presenta en la tabla 3.3.

Tabla 3.3. Correlacién entre las variables utilizadas para 10
compuestos. Ecuaciones 3.2, 3.3 y 3.4.

o | -Enomo | -Erumo | RMa
(eV) | (eV)
log (kea/Km}] 0.828 | -0.796 | -0.867 | 0.728
o] -0.974 | -0.858 } 0.352
-Enomo (eV) 0.814 |-0.269
~Epumo (eV) -0.438
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Despues se reallzo el anilisis ACUARESA con los compuestos
restantes. Obteniendose para 19 compuestos las sigulentes ecuaciones:

log(kear/Kird = 0.664 (0.201) 0+ 0.536 (0.227) RM4 +
1.140 (0.295) =3 + 4.337 (0.130) (3.5)
n= 19, r= 0950, s= 0.148

log(Kkear/Km) =-0.722 (0.205) ELumo + 0.440(0.220)RMy +
1.255 (0.280) x3r + 4,103 (0.155) . {3.6)
n= 19, r= 0954, s= 0142

108(Kear/Kry) = -0.573 (0.209) Eyomo + 0.501 (0.262) RM, +
1.020 (0.346) =3 - 1.008 (1.997) (3.7)
n= 19, r= 0933, s= 0170

La prima de x3' denota que de los dos posibles sustituyentes en
meta solo el mas hidrofébico es parametrizado en 1a ecuacion.

La tabla 3.4 presenta los valores observados, caiculados y
desviaciones entre estos dos, correspondientes a 1as ecuaciones 3.5, 3.6
y 3.7. La correlacién entre las varlables utilizadas para las ecuaclones
3.5, 3.6 ¥ 3.7 se presenta en la tabla 3.5.
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Tabla 3.4, Valores observados, calculados y desviaciones entre estos
dos obtenidos con las ecuaciones 3.5,3.6y 3.7.

log log Alog log Alog log Alog
kear/Km | kear/Km | kear/Km { Keat’Km | Keae/Kimn| Keat'Km | Kear/Km
obs. calc. Te. 3.5 calc. Le. 3.6 calc, Ee. 3.7
Ec, 3.5 Ec, 3.6 tc 3.7
-H 4.40 4.39 0.009 4.35 0.050 4.54 }-0.139
4-NH, 4.19 4.19 0.001 ] 4.52 }-0.325| 4.24 |-0.047
4-OCHz3 4.62 4.58 0.038 | 4.66 | -0.037 | 4.64 |-0.023
4-CN 4.83 511 [-0.283 ]| 4.99 |-0.157{ 5.01 {-0.182
4-F 4.35 443 {-0.075 442 1-0.073] 453 ]-0.176
4-CH3 4.54 4.53 0.015 1 4.54 |-0.004} 4.63 !-0.088
4-CONH» 5.01 5.10 |-0.092| 5.02 {-0.014| 5.15 |-0.144
4-ClL 4.08 481 |-0,132 | 466 { 0022 | 477 |-0.090
4-COCH3 5.39 5.27 0,120 ] 5,15 | 0.238 | 5.21 0.170
4-NO,; 5.47 5.25 0.218 | 5.45 | 0.017 | 5.21 0.255
5-NHCOCH3| 4.41 453 |-0.120] 4.39 0.020 4.27 0.139
5-CONH, 4.54 458 |[-0.037 [ 4.56 |-0.016| 4.69 [-0.153
5-CN 4.92 4.76 0.157 | 4.67 | 0.254 | 4.77 | 0151
5-NO; 5.02 4.86 0.158 | 5.13 | -0.108 | 4.83 | 0.186
3-F 4.59 478 |-0.1861 4.60 |-0.008} 4.78 |-0.194
3-CH3 5.13 4.98 0.147 { 5.05 { 0.085 5.05 0.079
3-Cl 5.34 5.45 1-0.106] 5.30 | 0.044 | 5.34 | 0.003
3-CF3 5.70 5.68 0.021 | 579 1-0.089| 5.72 -0.023
5-NH; 4.43 4.28 0.145 | 433 | 0.099 | 416 | 0.208

3.3 DISCUSION.

Las ecuaciones 3.2-3.3 obtenidas del analisis ACUARESA con los
compuestos que tienen los sustituyentes en 4, muestran claramente
que el efecto de los sustituyentes sobre la actividad biolégica de los
compuestos estudiados se debe a Ia suma de un efecto electrénico mas
una contribucion estérica. Ademas, se aprecia que las energias de los
orbitales HOMO y LUMO describen adecuadamente el efecto electronico



de los sustituyentes sobre la actividad biologica de los compuestos
estudiados. Es interesante notar que para esta serie de compuestos ias
energias del HOMO y del LUMO son tan dtlles como la sigma de
Hammett para explicar los efectos electronicos de los sustituyentes.

Tabla 3.5. Correlacion entre las variables utilizadas para 19
compuestos. Ecuaclones 3.5, 3.6 y 3.7.

o -Eyomo | -Elumo { RMy a3
(cV) (eV)
log (Kear/Km) | 0.652 | -0.707 | -0.599 } 0.206 | 0.608
[o -0.908 | -0.809 | 0.045 ] 0.081
-Epomo (eV) 0.768 {-0.050/-0.199
-Ejumo (eV) -0.221] 0.092
RM4 -0.359

Las ecuaciones 3.2 y 3.4 explican bien Ia actividad biologica. Esto
nos muestra que podemos aplicar los cdlculos de mecéanica cuéantica
para obtener buenas relaciones estructura-actividad. En este caso,
podemos prescindir de los dalos de o de Hammett, que no son siempre
disponibles y usar las energias de HOMO y LUMO.

Los resultados que nos presenta el andlisis ACUARESA cuando
tomamos en cuenta todos los compuestos, representados en las
ecuaclones 3.5-3.7, nos permiten ver que la actividad biologica de los
compuestos estudiados se puede describir como la suma de un efecto
electronico, un efecto estérico del sustituyente en 4 y una interaccién
hidrof6bica del sustituyente en posicién 3.

Lo anterlor es equivalente a adicionar la interaccién hidrof6bica
del sustituyente en 3 a las ecuaclones 3.2-3.4 en donde solo tenemos
sustituyentes en 4.
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Las ecuaciones 3.5-3.7, nos confirman que se pueden udlizar los
valores calculados con mecanica cuintica en vez de parimetros
experimentales como o; tal como se aprecia en el estudio de los
compuestos con sustituyentes en 4 (ecs. 3.2-3.4).

3.4 CONCLUSIONES.

Se reallzaron calculos AM1 de los compuestos de interés, con la
conformacién que, segun los resultados experimentales, deben tener
cuando estan Interaccionando con la enzima.

También se realizo el ACUARESA utilizando parametros
experimentales como o, ® ¥ RM, y utllizando las energias de los
orbitales HOMO y LUMO obtenidas de calculos semiempiricos de
orbitales moleculares.

ACUARESA muestra que el efecto de la actividad bloldgica de los
compuestos con sustituyentes en 4 se puede explicar, con bastante
precision, por una relacién entre la actividad biolégica con la sigma de
Hammett y la RM del sustituyente, o mejor ain, con la energfa del
orbital HOMO y con la RM del sustituyente.

Para la serie de compuestos sustituidos en posictén 3 y en 4, se
obtuvo una buena correlacion entra la actividad biolégica y ia RM del
sustituyente en 4, la constante de hidrofobicidad del sustituyente en 3
y un parametro electrénico, el cual puede ser sigma de Hammett
(ecuacion 3.5), energia del orbital HOMO (ecuacién 3.6) o 1a energia del
orblial LUMO (ecuacion 3.7). Con esto se aprecla que el efecto de los
sustituyentes sobre la actividad blolégica de estos ésteres de N-benzoil
glicina sc debe a la suma de una Interaccién estérica , una hidrofébica
y el efecto electronico del sustituyente.

Los resultados de ACUARESA nos muestran que se pueden
utilizar satisfactoriamente calculos de orbitales moleculares en vez de
parametros experimentales que monitorean el efecto electrénico del
sustituyente.
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CAPITULO 4

Estudio de la relacion estructura-actividad de
la hidrolisis de 3-piridil-esteres de N-
benzoilglicina por papaina.

4.0 INTRODUCCION.

Este capitulo presenta el estudlo de la relacidn estructura-
actividad de la hidrélisis enzimatica de 3-piridinil hipuratos (de aqui
en adelante 2 0) por papaina.

<i>—écocn NHCO‘@?
oo 7

C. M. Compadre y colaboradores?! estudiaron la cinética
enzimatica de la reacci6n anterior. Los resultados de este trabajo  se
presentan en la tabla 4.1. Con los valores presentados en esa tabla se
obtuvo, del ACUARESA, la ecuacién 4.1.



Tabla 4.1. Datos utilizados en la ecuacién 4.1.

log log
(kcae/Kan) | (Kear/Km) a T4
observado| calculadob
-H 4.65 4.60 0.00 0.00
4-CHj 4.78 4.73 -0.17 0.54
4-C(CH3) 4.81 5.21 -0.20 1.87
4-SO,NH; 4.23 430 0.57 -1.43
4-NH, 3.73 3.92 -0.66 -1.05
4-CN 4.74 4.82 0.66 -0.16
4-NO; 5.04 5.00 0.78 0.18
4-N(CHz)z 4.57 4.43 -0.83 0.50
4-Cl 5.07 5.04 0.23 0.91
4-1 5.21 5.18 0.18 1.35
4-0(CH;)301;3 5.20 5.15 -0.32 1.84
4-0(CH;);(3 5.68 5.60 -0.32 3.02
4-0(CH;),(H3 6.02 6.04 -0.32 4.20
3-CN 5.17 4.83 0.56 0.00
3-1 4,95 4.74 0.35 0.00
3-OCH3 4,55 4.65 0.12 0.00
3-CHj 4.66 4.57 -0.07 0.00
3-NO; 5.20 4.90 0.71 0.00
3-NH; 4.43 453 -0.16 0.00
3,5-(Cl)z 4.99 4.91 0.74 0.00
3,5-(NO3), 4.81 5.20 1.42 0.00
3,5-(CHz), 4.37 4.54 -0.14 0.00

a De la referencia 9
b Obtenidos con la ecuacién 4.1.

log(keat/Km) = 0,38 (0.08) x4 + 0.43 (0.18) o + 4.60 (0.10) (4.1)
n=22, r=0.926, s=0.193.

En la ecuacidn 4.1, o es Ia constante de Hammet192 para efectos
electrdnicos del sustituyente ¥ x4 es 12 constante hidréfobica de los



sustituyentes en la posicién 4910, n es el nimero de compuestos
utilizados, r el coeficlente de correlacion y o 1a desviacién estandar.
Esta ecuacldn solo presenta la relacién entre los resultados de cinética
enzimatica con parametros medidos experimentalmente, En este
estudio utilizamos los valores de kear ¥ Km obtenidos en el trabajo
antes mencionado y las relacionamos con algunas propiedades
calculadas con métodos de mecanica cuantica y con parametros
experimentales. Se presenta una correlacién entre la actividad
blolégica con la constante de hidrofobicidad = del sustituyente en
posicién 4 y con la energia del orbital HOMO calculada con el método
de calculn semiempirico AML. Al igual que en el capitulo 3, esto se hizo
para mostrar la aplicacién de la mecanica cuantica al estudio de
relaclones estructura-actividad bioldgica.

La papaina es una enzima atractiva para tratar de extender
sisteméticamente el alcance del ACUARESA en reacclones enzimaticas.
Su estructura cristalogrifica es conocida con una resolucién de 1.65A,
su estabilldad es buena y su blen delineado sitio active ha permitido
desarrollar buenos ACUARESA de los ésteres 21 y 2293,

X-CeHsOOCH 2 NHSO2(H3 CH3000CH,NHAOC g Ha- Y
21 22
X-CH4O00GH 2 NHCOCgHs CoHy OO0 NHCOC g Ha-Y

23 24
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Varios estudios de 20 y 21 con varias cisteinas hidrolasas han
producido ecuaclones con consistente correlacién tal que el moderado
efecto del tamaio de X sobre los grupos salientes en la hidrélisis es
relativamente claro. Por lo tanto, debemos utilizar propledades
estéricas, electronicas e hidrofébicas de X y también considerar las
orientaciones posibles de los sustituyentes en meta para obtener
satisfactorios andllsis ACUARESA.

Con el objetivo de extender el estudio de analogos de 22 a un
intervalo mas amplio de sustituyentes Y, Compadre y colaboradores!
decldieron usar un grupo saliente que fuera visible en la region del
ultravioleta para facilitar el estudio de la cinética de la hidrélisis y
manteniendo a la vez una razonable solubilidad en agua, de tal forma
que se pudieran examinar sustituyentes Y mds hidrofébicos. Se
encontré que los andlogos 20 cumplen estos requisitos al mismo
tlempo que mantienen la misma geometria del grupo saliente al igual
que 21 y 23. En ese trabajo se establecié un exitoso ACUARESA de 22
variaciones de 3-piridinil hipuratos (20).

Ahora nosotros continuamos este estudio incluyendo cdalculos de

mecanica cuantica,
4.1 METODOLOGIA Y RESULTADOS.
La conformacion inicial del compuesto 20 con R=H se obtuvo a

partir de la estructura flnal de 19 (capitulo 3) sutituyendo un carbono
del anillo aromdtico por nitrégeno para obtener el 3-piridinil hipurato.



Con esta estructura se realizo un cdlculo AM1 minimizando las
longitudes de enlace y los angulos de valencla. Los dngulos diedros no
se optimizaron para conservar la estructura que, segin los resultados
experimentales, debe tener el sustrato cuando esta ligado a la enzima,
_Estos célculos se realizaron con el programa QUANTA con la
interfase para el programa MOPAC 6.0. Ambos programas instalados
en una computadora Silicon Graphics 4D25.
Con la estructura obtenida del procedimiento anterior se
calcularon, con los mismos programas, los demis compuestos,

optimizando dnicamente el sustituyente.

4.2 RELACIONES ESTRUCTURA-ACTIVIDAD BIOLOGICA.

El ACUARESA se realizo utilizando el programa QSAR de Pomona
College?? en una computadora VAX 8530. Para esto se utillzaron los
valores de la energia de los orbitales de frontera (HOMO y LUMO) que
se obtuvieron con los cdlculos AM1 y los resultados de Km y Kcat
obtenidos por Compadre y colaboradores! y los valores de x
reportados en la literatura?d,

Del ACUARESA se obtuvieron las ecuaclones 4.2 y 4.3,

log(Kear/Kiy) = -0.457 (0.228) Eomo+ 0.334 (0.078) x4 +
0.221 (2.228) (4.2)
Nn=22 r=0.928, s=0.214

log(Kear/Knm) = -0.212 (0.185) Epumo + 0.342 (0.097) mq +
4.515 (0.198) (4.3)
n=22, r=0.861, s=0.260
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En las ecuaciones 4.2 y 4.3, Eyomo €s 1a energfa del orbital HOMO
¥y =4 es la constante hldrofobica de los sustituyenies en la posicidon

4910, n es el numero de compuestos utllizados, r el coeficiente de
correlacion y o la desviacién estandar.

Tabla 4.2. Datos utllizados para las ecuaciones 4.2 v 4.3.

log
(keav'Kn) [ -Eniono - Euumo g
observado {eV) {eV)
-H 4.65 9,958 0.376 0.00
4+-CH;3 4.78 9.827 0.363 0.54
4-C{CH3} 4.81 9.842 0.352 1.87
3-50,NiZ 223 | 10113 | L1181 | -1.43
4-NH3 3.73 8.809 0.307 -1.08
4-CN 4.74 10.068 1.082 -0.16
4-NO3y 5.04 10.147 1.636 0.18
A N(CHz); 257 | 8.695 | 0.320 | 0.50
4-Cl 5.07 9.991 0.655 091
4-1 5.21 10.009 0.736 1.35
4-0O(CH,)3QH3 5.20 9.469 0.361 1.84
4-0O(CH»)sAH3 5.68 9.489 0.364 3.02
4-0(CH,)7(H3 6.02 9.502 0.366 4.20
3-CN 5.17 10.037 0.869 0.00
3-1 +.95 10.008 0.630 0.00
3-0CH3 4.55 9.701 0.456 0.00
3-CH3 4.66 9.816 0.362 0.00
3-NO; 5.20 10.066 1.371 0.00
3-NHj 4.43 9.013 0.378 0.00
3.5-(Ch)z 4.99 10.033 0.827 0.00
3,5-(NO2)2 4.81 10.264 3.214 Q.00
2,5-(CH3s); 4.37 9.648 0.355 0.00

a De la referencia 9

~1
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La tabla 4.2 presenta los valores que se utilizaron para obtener
estas ecuaclones. Los valores predichos y las desviaciones con respecto
a los valores observados por estas ecuaclones se.muestran en la tabla

4.3

Tabla +,3. Valores de log{Kk.at/Km) observados, calculados y la
desviacion entre estos, obtenidos con las ecuaciones 4.2 y 4.3.

. lo};K ( 105’!( Alog 2 fog Alogb
- /K
Svsateads | caicuingen | (Koo | Gl | (ke Ko
-H 4.65 4.77 -0.12 4.77 =0.12
4-CH3z 4.78 4.89 -0.11 4.89 -0.11
4-C(CH2z) 4.81 5.34 -0.54 5.34 -0.54
4-SONH; 4.23 4.37 -0.14 4.37 -0.14
4-NH3 3.73 3.90 -0.17 3.90 -0.17
4-CN 4.74 .77 -0.03 4.77 -0.03
4-NO; 5.04 4.92 0.12 4.92 0.12
4-N(CH3); 4.57 4.36 0.21 4.36 0.21
4-Cl 5.07 5.09 -0.02 5.09 -0.02
4-1 5.21 |. 5.25 -0.04 5.25 -0.04
40(CHp);03 | 5.20 5.16 0.04 5.16 0.04
+O(CH;)5013 | 5.68 557 0.11 5.57 0.11
4-O(CH,);H3 6.02 5.97 0.53 5.97 0.53
3-CN 5.17 4.81 0.36 4.81 0.36
3-1 4.95 4.80 0.15 4.80 0.15
3-OCH3 4.55 4.66 -0.11 4.66 -0.11
3-CH3 4.66 4.71 -0.05 4.71 -0.05
3-NO;z 5.20 4.82 0.38 4.82 0.38
3-NH» 4.43 4.34 0.09 4.34 0.09
3,5-(CD); 4.99 4.81 0.18 4.81 0.18
3,5-(NO32); 4.81 4.91 -0.10 4.91 -0.10
3,5-(CH3z)z 4.37 4.63 -0.26 4.63 -0.26
[Eitamtax 1]

aQObtenlidos con la ecuacién 4,2.
b QObtenidos con la ecuacion 4.3,
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La correlacion entre las variables utilizadas en las ecuaciones 4.2
y 4.3 es presentada en la tabla 4.4.

Tabla 4.4. Correlacién entre las variables utilizadas en las
Ecuaciones 4.2 y 4.3

-Enomo | ~ELumo | 74
(eV) (eV)
lof (Keay/Kip) | -0.286 | -0.048 ) 0.814
-Enoma (V) 0.561 ] 0.139
-Ewumo (eV) 0.272

4.3 DISCUSION.

La ecuacion 4.2 obtenida por ACUARESA, muestra que el efecto
de los sustituyentes sobre ia actividad bloldgica de los compuestos
estudiados se debe a la suma de los efectos electronico e hidrofébico
del sustituyente en la posicién 4. Ademas, si comparamos esta
ecuacion con la 3.1, podemos observar que la energia del orbitat HOMO

" describe bien, al igual que sigma, el efecto electronico del sustituyente
sobre la actividad bioldglca de los compuestos estudiados.

De la ecuacién 4.3 podemos observar que la energfa del orbital
LUMO no predice bien el efecto del sustituyente sobre la actividad,
pues el coeficiente de correlacién de la ecuacién 4.3 es muy bajo. En el
capitulo 3 pudimos observar que tanto la energfa del HOMO como la



del LUMO predecian la actividad btol6gica (ecuaciones 3.2 y 3.4), ¥
aunque se observo que 1a energia del HOMO trabajaba mejor que la del
LUMO, esta diferencia no era tan marcada como para esta serie de
compuestos.

Al igual que en el capltulo 3, estos resultados nos muestran que
podemos aplicar los cdlculos de mecinica cuantica para obtener buenas
relaciones estructura-actividad. En este caso también podemos
prescindir de los datos experimentales de o de Hammett, al utilizar los

valores calculados de la energia uel HOMO.

4.4 CONCLUSIONES.

Se realizaron calculas AM1 de los compuestos estudiados, con la
conformacion que, segiin los resultados experimentales, deben tener

cuando estan interaccionando con la enzima.

Se reallzé un estudio de ACUARESA utilizando parametros
experimentales como o, n v RM, y utilizando las energias de los
orbitales HOMO v LUMO obtenidas de calculos semiempiricos de
orbitales moleculares.,

ACUARESA muestra que el efecto de la actividad blolégica de los
compuestos estudiados ée puede explicar, por una relacién entre la
actividad blolégica con 1a energia del orbital HOMO y con la constante
hidrofobica del sustituyente, Esta relacion es tan buena como en la
ecuacidén 4.1 que se obtlene usando exclusivamente pardmetros

experimentales.
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Se observa que, a diferencia del capitulo 3, la energia del orbital
LUMO no explica la actividad biolégica.

Al igual que en el capitulo 3 podemos apreciar que los
parametros obtenidos con mecéanica cudntica son muy utiles para
cuantificar el efecto electrénico. En este caso, es tan buen parametro la
Enomo como la o pero a veces no tenemos el valor de o a la mano, en
este caso, los cdlculos de mecanica cuéntica nos pueden resolver el

problema.



CAPITULO 5

Estudio de la relacion estructura-actividad de
Ia hidrdlisis de 3-piridil- Y 3-fenil- ésteres
de N-benzoilglicina por papaina.

5.0 INTRODUCCION.

Existe en la actualidad una creciente aceptacién de la importancia
de las proteinasas cisteinicas en varios procesos fisiolégicos y
patoldgicos?t, Esta familia de proteinasas estan caracterizadas por la
presencia, en el sitio activo, de un residuo de cisteina necesario para la
hidrélisis de varios sustratos pollpeptidos. La papaina ha sido
frecueniemente usada como modelo en el estudio de las propledades
de las proteinasas?4.

Estudios ACUARESA previos sobre papaina han modelado el

efecto de los sustituyentes sobre la hidrélisis de N-benzoil-glicin fenil

ésteres (19) (ecuacién 5.1)95 y N-benzoil-glicin piridil ésteres (20) -

(ecuacion 3.2}, .

3
R, /—
4? / OCOCH,NHCO

19
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o OCOCH,NHCO __—/4
\,_/ TN/

N
20

log(Kear/'Km) = 0.39 5g + 0.42 0 + 4.61 (5.1}
n=20, r=0940, s =0.176.

10g {Kear/Km) = 0.660" + 0.54RM,'+ 1L.14ry + 4.34 (5.2)
n=19, r=00950, s=0.148

En los capitulos 3 y 4 discutimos los sistemas anteriores.
Realizamos ACUARESA no-clisico utilizando propiedades derivadas de
_ célculos de mecanica cudntica,

En este capitulo se presenta un ACUARESA mis general que
considera las variaciones en ambos sitios, en el ludo de la amina y en

el carboxilico de Ia glicina.
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5.2 METODOLOGIA Y RESULTADOS,

Las estructutras utilizadas son las presentadas en los capitulos 3
y 4. Los datos usados para nuestro ACUARESA no-clésico son las
tradicionales constantes = y RM y las energias del orbital HOMO
calculadas con el método de calculo AM1 tal como se describlé en los
capitulos 3 y 4.

5.2 RELACIONES ESTRUCTURA-ACTIVIDAD BIOLOGICA.

El ACUARESA realizado con las dos serles de sustituyentes juntas
produjo las ccuaclones 5.1,5.2 y 5.3,

log(kea/Km) = 0.42 73 + 0.59¢' + 0.46 6 + 0.9773' +
+ 0.36 RM4' + 4.50 (5.3)
n=39 r=0928, s=0.183.

log (Keat/Kyy) = 0.36 ;14 - 0.54 Eyomo + 0.95r3"
+ 043 RM4' - 0.63 (5.4)
n=239 r=0934, s=0.173

log (Keat/Kp) = 0.38 1y - 0.32 Epumo + 1.16m3°
+ 0,44 RMy4' + 4.306 (5.5)
n=39, r=0.872, s=0.237



La tabla 5.1 presenta los datos utllizados para obtener las
ecuaciones anteriores, asi como los valores de log (Kear/Km) calculados
y la desvlacion con respecto a los valores experimentales para el caso
de la ecuacién 5.2 que fue la que presento mejor ajuste a los datos

experimentales.

5.3 DISCUSION.

El ACUARESA mostré que las constantes especificas para los
sustratos estudiados esta relacionada a efectos hidrofébicos y estéricos
localizados los cuales estdn parametrizados por =y, ny y RMy'. En
contraste, el efecto electréonico parametrizado por Eyomo aparece a un
nivel molecular,

En el caso de los compuestos 1-20 la alta colinearidad entre
ELumo ¥ Enomo producen ecuaciones de casi la misma calidad. Sin
embargo, cuando se estudian los compuestos 21-39 y cuando se
juntan las dos series, Ejonmo es claramente mejor descriptor de los
efectos electrénicos (comparense las ecuaciones 5.4 y 5.5). Estos
resuliados apoyan el hecho de que los descriptores derivados de la
mecanica cudntica son particularmente importantes para cuantificar el
efecto electronico de series de compuestos estructuralmente

diferentes.
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5.4 CONCLUSIONES

Se realizé un ACUARESA utilizando dos series de sustituyentes
estructuralmente diferentes. Para esto, se tomaron en cuenta el efecto
hidréfobico parametrizado por r, el efecto estérico parametrizado por RM
v el efecto electronico cuantificado por ¢ v por las energias de los
orbitales HOMO y LUMO calculados con el metodo de calculo semiempirico
AMI1.

Et ACUARESA realizado con las dos series de compuestos mostro
claramente la ventaja de utilizar {os calculos de mecanica cuantica, pues
mientras que utilizando el parametro ¢ para cuantificar el efecto
electronico se tienen que introducir dos variables en el ACUARESA
(ecuacion 5.3), solo necesitamos una variable cuando utitizamos la
energia del orbital HOMO (ecuacion 5.4). Esto es importante, porque
podemos tener una serie de compuestos mds pequena que cuando
utilizamos tres variables gue cuando usamos cuatro. Ademas. tenemos la
gran ventaja de combinar compuestos estructuralmente diferentes
porque la energia del orbital HOMO esta definida a nivel molecular y no

por una posicion determinada como es el caso de o.

R4



CAPITULO 6

CONCLUSIONES GENERALES

Se mostro ta aplicacion de los métodos cudnticos semiempiricos y
de mecdnica molecular al analisis conformacional de compuestos con
actividad biologica.

Se encontré que la aplicacidon de calculos de orbitales moleculares
al estudlo de la hidrolisis enzimatica de ésteres de N-benzoil glicina y
3-piridinii-ésteres de N-benzoll glicina es exitosa, sin embargo en el
estudio de los 3-octahidro-1H-pirano(4,3-c)piridin-8a-il fenoles, no es
util debido a que el efecto de los sustituyentes es estérico e
hidrofébico. y no electrénico.,

Se utilizaron diversas técnicas computaclonales que en conjunto
nos permiten analizar la relacién estructura quimica-actividad
biolégica. Con csto se muestra la aplicacion de la quimica

compulacional al disefio de firmacos por computadora.

Los resultados de los capitulos 3, 4 y 5 muestran claramente la
utilidad de los valores calculados de las energias de los orbitales HOMO
y LUMO para cuantificar el efecto electrénicb. Esto nos permite decir
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que los cdlculos de mecdnica cuintica son muy ttiles en ios estudios
ACUARESA, pues a veces no tenemos los datos experimentales de s o F
o nos es dificil combinar los valores de o para sustituyentes en
diferente posicién, y sobre todo, en estructuras sustancialmente
diferentes. Esto sc puede apreciar muy bien cuando, en el capitulo 3,
se combinan las dos serles de compuestos, vy en lugar de utilizar dos
parametros para el efecto electronico (uno para cada lado de la
molécula), utllizamos sélo Eiume que estad funcionando a nivel
molecular. Es muy til el poder utilizar un parametro electrénico
calculado, que nos dé Ia informacion necesaria sin necesidad de que las

estructuras de nuestros compuestos en la serle sean muy semejantes.
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Andlisis cuantiiativo de la relacidn estructura-actividad antinociceptiva
de 3-octahidro-1H-pirano(4,3-c)piridin-8a-il fenoles
Marco A. Belmont!, Alejandra Romén G.!, Manuel F. Rubiozl\}( Cesar M. Compadre3.
1) Facultad de Quimica. UNAM, 2) Instituto de Quimica. UNAM y 3) University of
Arkansas for Medical Sciences,

Bstc trabajo presenta los resultados obtenidos del anflisis cuantitativo de la
relacién estructura-actividad antinociceptiva de 3-octahidro-1H-pirano{4, 3<c)piridin-8a-

il fenules mostrados en la figury 1:
R = Ha

OH

1
2 R = Pr

3 R = CHLOH=Ci,

4 R = CHCHCH

5 R = i-Bu

6§ R= CH;IC_lEH—I;cﬂz

7 R= cH;CH;'C}TC;;'CH:
8 R = CH CHCHe»CH;

9 R = CHTHCHRHH,
10 R = CH,CH=C{CHj);
1R

-

= CHCHLCells

Figura 2.1. Compueslos cstudiados.

La setividad antinociceptiva de los compueslos antes mencionados, fue probada
por D. B. Bays y colaboradores . Con esos resultados nosotros realizamos un estudio
ACUARESA. Par csto, primero se realizé el andlisis conformacional utilizando el
método de cileulo semiempirico de orbitales moleculares MNDO, Las estructuras
iniciales se catcularon utilizando el programa PCMODEL, cl cual realiza un célculo

MM2. De los cflculos realizades se obtuvieron las densidades efectrénicas en cada



itomo, calor dc formacién, polencial de ionizacién, momento dipolar, cnergla total y
energfa LUMO.

Al comparar las densidades elecirénicas, observamos que la prescncia de los
grupos sustituycnles no afccta notablemente Ja estructura clectrénica de los compuestos
catudiados. El andlisis ACUARESA sc realizd utilizando el programa QSAR?, con los
resultados obtenidos con los cilculos MNDO, ¢! coeficiente de particién y la
refractividad molar (RM). Estas dos ultimas propicdades sc calcularon con ¢l programa
CHEMLAB I13,. Durantc ¢! proceso sc observd que las propicdades calculadas con
MNDO no cstaban relacionadas con la actividad biol6gica y sin embargo se apreciaba
un cfecto estérico del sustituyente, Asf pucs, se decidié calcular el volumen y las
dimensiones de la caja quc conticne al sustituyente, oricntando éste en la misma forma
cn lodos los derivados, utilizando ¢l mismo programa. Todos cstos célculos s¢ llevaron
8 cabo cn una computadora VAX 8530. Del ACUARESA sc obtuvo la ecuacién 1.

Iog 1/DEsp = 1.097 (0.359) I1 - (.772 (0.413) ¥ - 0.332 (1.033) (o
n=11, r=0.928, s=0271.

La correlacion entre las variables de la ccuacién 1 es: r = 0.654.

La tabla 1 presenta los valores utilizados para oblener esia ecvacin, los valores
predichos y las desviaciones con respecto a los valores observados; podemos observar
que ni la distribucién electronica ni las propiedades fisicoquimicas calculadas con
MNDO forman parie de la ccuacitn de correlaci6n, sin embargo es clara ln influcncia de
la hidrofabicidad y ¢l tamaiio del sustituyente sobre la actividad biolGgica.

Aunque la correlacitn entre las variables involucradas en la ecuacién 1 ¢s alta:

t = 0.654, 1? = 0.428 (pucs cn cl estudio de rclaciones cstructura-actividad sc pretende



tener variables ortogonales, con un 12 no mayor de 0.30) la corrclacion cntre las

variables no cs excesivamente grande, y como el cocficicate de corrclacion de la

ecuacién 1 ¢s bastante bueno, r=0.928, podemos decir que esta relaci6n es aceplable y

quc ¢! ACUARESA mucstra que 1a diferencia entre ls actividad biologica de los

diferentes compuestos cstudiados se debe al diferente efecto estérico ¢ hidrofébico de

los sustituyentes y no a un efecto clectronico,

Tabla 1. Datos utilizados para oblencr 1a ccuacin

N- 1og(1/ED50) $og(1/13N50) Diog MR I Y
SUSTITUYENTE obscrvada caleulzdo 1/EDsp calc. cale. calc.
Me -1.16 -0.91 -0.251 10.552 0.876 1.933
Pr -0.44 -0.29 -0.150 }1.480 2,054 2.867
CH,CH=CH, -0.56 -0.87 0.314 ]1.454 1.510 2.850
CH,C=CH -1.68 -1.80 0.120 11.277 0.646 2,822
i-Bu -0.68 -0.65 -0,033 11.944 2.583 4.081
CH>CHCH,CHj -1.10 -1.21 0.112 1.806 1.969 3.941
CH,CH,CHCH,CHa .0.73 -0.35 0382 [2.270 {2498 {3,573
CH,CH,CH=CH> -0.24 -(1.38 0.138 1.918 2.039 2.959
CH,CHCH,CH,CH, -0.13 -0.03 -0.163 {2.230 2.528 3,122
CH,CH=C(Mec); -0.86 -0.74 -0.117 _]2.382  |2.438 | 4,000
CH,CH,Ph 0.83 0.42 0.411 3.527 2.943 3.211
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ANALISIS CUANTITATIVO DE LA RELA-

CION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD ANTINOCI-

CEPTIVA DE 3-OCTAHIDRO-1H-PIRANO-
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Se presentan los resultadas obenidos del andlisis
ACUARESA en el cual se utllizaron propledades
calculadas con programas como PCMODEL, MNDO,
CHEMLAB, MEDCHEM, QSAR, Se¢ muestra una
ecuacion que manlfiesta la influencia del efecto
estérlco e hidrofdbico del sustituyente sobre la
actividad biblogica. No se observa ninguna
influencia de las propledades calculados con el
método semiemplrico MNDO.
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Introduction

There is an increasing awareness of the importance of cysteine proteinases in various
pathological anci physiological processes [1]. This family of proteinases is characterized by
the presence, at the active site, of a cysteine residue necessary for hydrolysis of a variety of
polypeptide substrates. Papain has been frequently used as a model in the study of the
ﬁropcru‘cs of this proteinases [1]. Here we have used papain to explore the use of quantum
mechanies derived parameters for the quantitative structure-activity relationships (QSAR)
analysis of enzyme-ligand interactions.

Results and Discussion

Previous QSAR studies of papain have modeled the substituent effects for hydrolysis of
substituted N-benzoylglycine pyridyl esters (1) (eguation' 1) [2]‘and N-benzoylglycine phenyl
esters (II) (equation 2) [3],

X-C¢H,-CONHCH,COO-pyridyl 1 (compounds 1-19)
CH-CONHCH,COO-CHs-X 11 (compounds 20-44)



10g ke/K,, = 0.66 0’ + 0.54 MR} + 1.14 7} + 4.34 e))
n=19 r = 0950 s = 0,148
log ko/Ky = 0.39 7, + 042 0 + 4.61 )
n =20 r = 0.940 s = 0.176

In the above equations k,,/K,, is the specificity constant, o' is the combined Hammet
constant for the substituents in the phenyl ester, MR} is the molar refractivity for the
substituents in position 4’, 7} is the hydrophabic constant for the most lipophilic of the
substituents in the 3’ or 5 position, m, is the hydrophobic contribution of the substituents
in position 4, ¢ is the Hammet constant for the substituents on the benzoyl ring, and n, ¢
and 5 are the number of compounds, correlation coefficient and standard deviation of the
equation respectively. In this work we report a more general QSAR model that accounts
for variations in both, the amino and the carboxylic side of glycine. The molecular
descriptors used in the analysis included the traditional x and MR constants, as well as the
energy of the highest occupied molecular orbital (€;0410) calculated using the semiempirical
molecular orbital method AM]1 [4). Compounds were built and molecular-mechanics
minimized using QUANTA/CHARMM (MSI, Waltham, MA). After minimization the
dihedral angles of the glycine moiety were fixed to the values shown by the L-
alanylmethylene residue, on the X-ray structure of the enzyme-inhibitor complex benzoyloxy-
carbonyl-L-phenylalanyl-L-alanylmethylene-papain  [5].  Electronic properties were
subsequently calculated with the program AM1 [4). Since the data set (Table 1) contains
two different types of derivativcs, pyridyl and phenyl esters, each subset was analyzed

separately. Then, the subsets were merged together to produce equations 3-5.



10g kea/K, = 042 71, + 0.59 0" + 0.46 0 + 0.97 75 + 0.36 MR} + 4.5 3
n=39 r=0928 s=0.183

log ko /Ky = 036 7, - 0.54 €)5000 + 095 w) + 0.43 MR] - 0.65 )
n=39 r=094 s=0173

log ke /K, = 038 7, + L16 w3 - 0.32 e ymo + 0.44 MR| + 4.36 ()
n=39 r=0872 s=0237

This analysis have shown that the specificity constant for substrates studied is related to
localized hydrophobic and steric effects parameterized by #3, 7, and MR. In contrast, the
electronic effects parameterized by om0 appear ta be at the molecular level. In the case
of compounds 1-19 the high colincarity between € ;0 81 €yopmp produced equations of
almost equal quality. However, when studying compounds 20-39 and when merging all the
compounds €yqye Was clearly a better descriptor of the electronic effects (compare
equations 4 and 5). In this example, ey ou0 I as effective as o to account for electronic
cffects, but requires one variable less in the equation (compare equations 3 and 4). These
results support the concept that quantum mechanics derived indices are particularly
important to account for the electronic effects of structuraily diverse sets [5).
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Table 1. Kinetic and physicochemical data for N-benzoyl glycine esters

X log key/K, €100 €Lumo

obs. calc' dev

1H 4.40 4.59 -0.19 -9.600 -0.281
2 4'-NH2 419 429 .0.10 -B.687 -0.241
3 4'-0OCH3 4.62 4.66 -0.04 -9.178 -0.285
4 4'-CN 483 5.02 -0.19 -0.961 -0,840
5 4'-F 435 4.58 -0.23 -9.586 -0.388
6 4'-CH3 4.54 466 -0,12 -9.352 -0.270
7 4"-CONH2 5.01 513 .0.12 -9.903 -0.678 '
8 4".Cl 4.68 478 -0.11 -9.566 -0.404
9 4.COCH3 §39 5.18 0.21 -9.885 -0.771
10 4’-NO2 547 5.20 0.27 -10.220 -1.419
11 5-NHCOCH2 4.41 434 0.07 -9.132 -0.336
12 §'-CONH2 4.54 474 -0.20 -9.867 -0.566
13 5-CN 492 481 0.1 -10.001 -0.719
14 §-NO2 5.02 487 0.15 ~10.114 -1.359
16 3'-F 459 4.82 -0.23 -9.778 -0.382
16 3-CH3 513 507 0.06 -8.497 -0.270
17 3-Cl 534 534 0.00 -8.724 -0.357
18°3'-CF3 5.70 570 0.00 -10.099 -0.745
19 5-NH2 4.43 424 0.19 -8,941 -0.255
20 4'-S02NH2° 4.83 538 -0.56 -10.173 -0.959
21H 4.65 479 -0.14 -9.958 -0.376
22 4-CH3 4.78 491 -0.13 -9.827 -0.363
23 4-C(CH3)3° 4.81 5.40 -0.59 -9.842 -0.352
24 4-C6H5° 6.02 540 0.62 -9.773 -0.404
25 4.S02NH2" 4.23 4,36 -0.13 -10.113 -1.181
26 4-NHCOCH3® 5.04 4.30 0.74 -9.484 -0.425
27 4-NH2 3.73 379 -0.06 -8.809 -0.307
28 4-CN 4.74 479 -0.05 -10.068 -1.082
29 4-NQ2 5.04 4.96 0.08 -10.147 «1.636
30 4-N(CH3)2 4.57 4.28 0.29 -8.695 -0.320
31 4-ClI 5.07 5.14 -0.07 -9.991 -0.655
32 4.1 521 530 -0.09 -10.009 -0,736
33 4-0C4H 5.20 619 0.01 -9.469 -0.361
34 4-0C6H13 568 562 0.06 -9.489 -0.364
35 4-0C8H17 6.02 6.06 -0.04 -9.502 -0.366
36 3-CN 5,17 4.83 0.34 -10.037 -0.869
37 3-1 495 482 0.13 -10.008 -0.630
38 3-0CH3 455 4.65 -0.10 «9.701 -0.456
39 3-CH3 4.66 4.71 -0.05 -9.816 -0.362
40 3-NO2 520 4.85 0.35 -10.066 -1.371
41 3-NH2 4.43 428 0.15 -9.013 -0.378
42 3,5-(C1)2 499 483 0.16 -10.033 -0.827
43 3,5-(NO2)2 481 495 -0.14 -10.264 -3.214
44 3,5-(CH3)2 4.37 4.62 -0.25 -9.648 -0.355

"Calcuiated using equation 4. "Compounds not Included In equations 1-5.
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