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Any alternative viewpoint with a different emphasis leads to an inequivalent description. There is only
one reality but there are many viewpoints. It would be very narrowminded to use only one: we have to
learn to be able to imagine several.

Hans Primas

In: Chemistry, Quantum Mechanics and Reductionism

(Springer- Verlag, 1981)

A molecular descriptor con be though of as a mythological animal having several different meanings
which depend on one’s point of view.

Roberto Todeschini

Handbook of Molecular descriptors

August, 2000

Conoce a tu enemigo, condcete a ti mismo, y tu victoria no estara nunca en peligro. Conoce el terreno,
conoce las condiciones climaticas y tu victoria sera completa.

Sun Tzu

El Arte de la Guerra. 500 a. C.
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Resumen

Las benzodiazepinas son sustancias sintéticas ampliamente utilizadas en la practica clinica para tratar
la ansiedad, producir relajacién muscular e induccién del suefio. Su mecanismo de accidon mas conocido
es la unién de estas moléculas al sitio benzodiazepinico del receptor GABA, — post — sinaptico neuronal
con apertura del canal de cloruro.

Los trabajos de Paladini y col. basados en publicaciones anteriores, demostraron que ciertos
flavonoides naturales como la 5,7 — dihidroxiflavona y otros analogos se unian de manera selectiva y
presentaban afinidad por el receptor GABA, y en funcion de su sitio de unién exhibian interesantes pro-
piedades ansioliticas en comun con las BZD, sin presentar relajacién muscular ni hipnosis. Este hallazgo
impulsé la sintesis de numerosos analogos a partir de compuestos naturales con el objeto de obtener
drogas mas potentes y seguras.

El presente estudio sugiere una estructura tridimensional del farmacéforo de flavonoides desde una
Optica diferente. Los resultados de los calculos de QSAR indican descripciones tridimensionales, dado
por los parametros ClogP, TPSA, RDF, Qzzp, que definen la distribucion de los 4tomos en el espacio del
entorno del receptor. Como lo describe el descriptor RDF y ClogP, mientras que los Qzzp o Qxxm indican
la formaciéon de mas de un probable dipolo.

La zona lipofilica que engloban los halégenos en posicion 6 de los flavonoides o en la posicidon 7 de las
BZDs como asi también los grupos metilos de ciertos derivados, adoptaria la forma de una semiesfera.

Ambos grupos carbonilos, en posicion 2 y 4 de BZDs y flavonoides respectivamente, interactuarian
con el sitio H1 del modelo refinado de Cook.

La forma molecular es la propiedad que mejor define la estructura tridimensional del receptor debido a
que las BZDs presentan un plegamiento en su anillo 1,4-diazepinico adquiriendo forma angular, mientras
que la forma de los flavonoides es extendida pudiendo sugerir subsitios distintos que a su vez indican la
accion de agonista parcial de los flavonoides.

Esta diferencia explicaria la actividad ansiolitica de los flavonoides sin relajacion muscular ni hipnosis,
diferenciandose asi de las BZDs, ya que el anillo B de los flavonoides interactuaria en el sitio LDI, en el
cual no interactua el anillo C de las BZDs.

En este estudio el analisis QSAR, también propondria una interaccién hidrofébica con aminoacidos
hidrofébicos, para explicar el incremento notable del —logKi producido por el grupo NO, en posicion 3°.
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1. Introduccion
Diseino de Farmacos

Pasado y Presente

Desde el comienzo de los tiempos el hombre se ha empefiado en encontrar cura y tratamiento a sus
males, de esta manera comenzo a volcarse a la exploracion de vegetales, minerales y animales como
fuente de soluciones, al principio magicas y pseudo-empiricas (Papiro Hebers, Egipto), que gradualmen-
te se transformaron mas y mas racionales y ligadas al pensamiento y experimentacion cientifica. Sin
embargo, también se utilizaron como modo de conectarse con lo divino o simplemente para el alivio de
malestares animicos. Con relacion a esto en “Pursuit of Intoxication” (Malcom, 1971) dice: “En casi todas
partes del mundo el hombre ha encontrado plantas que contienen principios narcéticos y alucinégenos”
de esta manera queda claro que un estudio realizado sobre Flavonoides y Benzodiazepinas con actividad
ansiolitica contempla la primera parte de la aseveracion de Malcom.

Los primeros indicios serios de la busqueda y modificacién de un compuesto con actividad biologica
asociada, con potencial de corregir, tratar o prevenir patologias; es decir, con actividad farmacolégica,
se observa en el aislamiento de la Salicina (siglo XIX). Esta luego fue modificada quimicamente para su
introduccién al mercado como Acido Acetil Salicilico (1899); por la Farbenfabrik en Bayer, de Alemania.
En el mismo afo Meyer y Overton encuentran una fuerte correlacion entre una propiedad Fisico Quimi-
ca, el coeficiente de Participacion y la actividad Bioldgica, delineando la definicion de Droga de Accion
Inespecifica, concepto luego tomado y desarrollado por otros investigadores.

Alli en Alemania también se observa la sintesis de analogos activos de Morfina en respuesta al em-
bargo producido por la Segunda Guerra Mundial, hecho por el cual comienza una carrera de sintesis y
ensayos, generando una respuesta de puesta a punto y desarrollo de nuevas metodologias de sintesis,
valoracion y ensayo o screening de compuestos quimicos. Desde 1950 hasta la actualidad se han acre-
centado metodologias de investigacién y desarrollo como las siguientes:

Quimica Bioldgica Molecular.

Cristalografia de Rayos-X de Receptores y Drogas.

Resonancia Magnética Nuclear, Inmunocromatografia.

Ensayos de Radioligandos.

Sintesis de Peptidos.

Aislamiento y Clonado de Receptores.

Quimica Quantica y Computacional: sintesis de Farmacos cada vez mas racional y dirigida.
Actualmente todas estas disciplina y metodologias se potencian e interrelacionan para obtener farma-
cos disefiados de manera racional, es decir, una vez conocida la patologia en profundidad y dilucidados
algunos o todos sus pasos metabdlicos, enzimas o puntos de posible influencia quimica; se procede a
sintetizar, con metodologias que ahora explicaré, toda una amplia serie de posibles farmacos los cuales
pueden ser optimizados a partir de una estructura quimica ya conocida o desarrollados desde “cero”."?
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Conceptos fundamentales

Metodologia para el disefio y/u optimizacion de un “Lider” Farmacolégico

Las primeras drogas dirigidas especificamente a un determinado Receptor fueron los Antagonistas
Beta Adrenérgicos, en la década del ochenta, pero antes de ese momento los farmacos eran sintetiza-
dos y probados y recién alli comenzaba toda una serie de especulaciones en funcién de su respuesta
biolégica, es asi que muchas veces se tenia el conocimiento empirico pero se carecia de la explicacion
farmacolégica molecular de su mecanismo de accion.

Actualmente la Farmacologia se encuentra en otra era, que podria simplificarse a como era la Far-
macologia Inversa*®, donde se identifican los posibles genes implicados en las patologias, se expresa
el Receptor 0 enzima, muchas veces en especies hibridas (ratones knock-out, E.coli, etc.) y luego se
estudia el receptor, farmacologia y sus posibles puntos de influencia quimica. Luego de esto, con toda esa
informacion, se procede a encontrar el tipo de molécula para ejercer dicha influencia o modificacion.

Desde otro punto de vista puede decirse que el disefio de Farmacos comprende dos grandes co-
sas:

1. —Datos Experimentales (Cristalografia, Constantes de Afinidad, Coeficientes de Particion, etc.
2. —Modelado Molecular de Receptores y Ligandos; y todos los datos derivados del manejo estratégico
de estos dos puntos.

Tal vez lo mas relevante es una explicacion breve de determinados pasos y objetivos, a saber:
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Estudio de Receptores, Busqueda de Ligandos, Prediccion Farmacoférica, Disefio y Fuentes de los
Farmacos.

Estudios de Receptores

A partir de los afios ochenta se unificaron e interrelacionaron datos y conceptos cristalograficos de
receptores y sus ligandos, obteniéndose una clara divisoria entre los datos que pueden obtenerse cuando
se tiene el trabajo de cristalografia y cuando esta no este presente.

- Cuando se tiene el receptor cristalizado con o sin ligando

A partir de estos datos experimentales se procede a modelar molecularmente (por medio de podero-
sos software), el sitio de unién y a buscarse posibles ligandos que alli se unirian, realizando estudios de
Unién o Binding. Estos estudios arrojan basicamente dos tipos de resultado, Célculo de Energia (Libre
especialmente) y datos estructurales con su amplia gama de derivaciones estericas, electrénicas, de
dipolo, geométricas, lipofilicas, etc.

Todo esto redundando en mas datos y fuertes puntos de partida para el paso siguiente, la sintesis
organica de nuevas moléculas.

- Cuando no se tienen los datos de Cristalografia

Aqui la situacion es mas compleja volviéndose mas fascinante, asi, se comienza unos pasos mas
atras para culminar de la misma manera que con la Cristalografia. Para ello sin estos datos, es de vital
importancia crear un modelo del receptor (especialmente de sitio activo).

La metodologia comienza cuando se seleccionan sustancias que se unan de manera selectiva y afin
al Receptor a estudiar y por medio de superposicion sucesivas en tres dimensiones de las estructuras,
luego a partir de su analisis computacional y estadistico aparecen Zonas de Superposicion Repetida las
cuales marcan indicios firmes de ser subestructuras complementarias al receptor, por medio de indices
topolégicos, potenciales electrostaticos, coeficientes de orbitales moleculares, cargas atémicas parciales
por citar unos pocos de alta cantidad de datos estudiados, calculados y obtenidos, los cuales diferencian
Zonas de Contacto con el ligando (dadoras o aceptoras de hidrégenos y lipofilicas), Zonas Olvidadas de
poca implicancia en la unién y Zonas Neutrales, de este modo y repitiendo este ciclo alta cantidad de
veces se delinea el sitio activo de union a ligando.™®

La importancia de esto surge englobando todo estos estudios, los cuales dan una idea del RECEP-
TOFORO (requisitos moleculares, electrénicos y estericos del receptor, indispensables para la unién
de ligandos con posible actividad biolégica asociada), asi luego con todos estos datos se construye el
FARMACOFORO (minimo requerimiento estructural, esterico y electrénico, necesario para obtener una
respuesta asociada) el cual sirve a su vez de templete o molde para el disefio de moléculas farmacolé-
gica o biolégicamente utiles.®

Estas metodologias sin importar su punto de partida, son basadas en supuestos, provenientes de
hipétesis creadas para explicar determinados fendmenos o datos tedricos y practicos.

Asi la Hipétesis de que determinado receptor une determinada cantidad y tipo de ligandos y que tiene
una respuesta biolégica caracteristica frente a estos, seria la primera y general; y la complementariedad
entre Receptor-Ligando descripta por numerosas propiedades entre receptoforo-famacoforo seria la
segunda y puntual.

Esto seria deseable, de cumplirse siempre, pero la realidad (datos practicos, ensayos in-vitro, in-vivo,
etc.) muestra que hay desviaciones a veces muy importantes donde no solo a confirmacion de la hipé-
tesis no se observa, sino que por ejemplo se ven limitaciones como los valores anormalmente altos o
bajos en los calculos teéricos, o determinadas propiedades no tenidas en cuenta, barreras energéticas o
energias de activacion altisimas que dejan a los ligandos practicamente obsoletos por no poder alcanzar
su conformacion activa dentro del receptor.

No deja de resultar interesante que los Flavonoides no solo que NO han pasado por todos estos pasos
para ser sintetizados (a diferencia de las Benzodiazepinas, que lo han hecho, pero con posterioridad),
sino que simplemente fueron sometidos a un aislamiento y posterior modificacién como lideres.

Siendo un Lider Farmacoldgico o Cabeza de Serie toda droga que potencialmente muestra una actividad
biolégica adecuada para tratar una patologia determinada; a partir de la cual pueden sintetizarse toda una
serie de andlogos con el fin de obtener un perfil Farmacocinético y/o Farmacodindmico mejorado.

En funcién de esto los lideres (drogas) pueden obtenerse a partir de diversas fuentes no excluyente,
que son:
¢ Productos Naturales (Sintesis, Semisintesis)
¢ Antiguas Drogas utilizadas en terapéutica o conocidas
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¢ Librerias Combinatoriales Quimicas.
¢ Quimica Medicinal.
¢ Screeenings de Fuentes Naturales y de amplias Bases de Datos.

Quimica Medicinal

La definicién clasica es la siguiente:

Rama de la Quimica que se encarga del disefio, optimizacion y valoracion farmacoldgica de moléculas
bioactivas. Es un concepto amplio, y engloba a los préximos dos; ya que determinados analisis de Quimica
Cuantica, Quimica Computacional, Cristalografia de Rayos-X, Relacion Estructura Actividad Cuantitativa,
Mapeo de Receptores ( los cuales ya forman un apartado en la Quimica Medicinal); delinean posibles
estructuras con la actividad biol6gica buscada. Por lo que pueden buscarse moléculas iguales o parecidas
en las Bases de Datos y una vez realizado el acercamiento, por los métodos de Librerias Combinatoriales
se sintetizan rapidamente, para ser luego biolégicamente testeadas.

Busqueda en Base de Datos:

La Industria Farmacéutica dispone de Amplias Bases de Datos, propias y publicas, donde se encuentran
almacenadas millones de drogas en un lenguaje de lectura computacional que permite su representacion
como estructuras en tres dimensiones. La exploracion se puede realizar, buscando subestructuras o
fragmentos moleculares o por propiedades fisico-quimicas (se busca determinado rango de valores de li-
pofilicidad, calor de formacion, refractividad molar, HOMO, LUMO, Dipolo, Potencial de lonizacion, etc.)

Asi por uno u otro método las moléculas que se obtuvieron son agrupadas y luego ensayadas o mo-
dificadas quimicamente.™

Librerias Combinatoriales Quimicas

Este es un procedimiento de sintesis Organica en serie y a alta velocidad, a partir de una estructura
basica a la cual se le van uniendo diferentes sustituyentes en sendos pellets o hendiduras dentro de una
cubeta, asi estas reacciones organicas ocurren en fase sélida o liquida dependiendo del compuesto
de partida y del de llegada, obteniéndose una cantidad de sustancia del orden de los nanogramos con
las cuales ya pueden realizarse Screenings o testeos bioldgicos, para develar su utilidad como posibles
farmacos o cabeza de serie.

A partir del alto numero de compuestos sintetizados, al ser ensayados, surgen lideres los cuales otra
vez son sometidos a diversas modificaciones estructurales siguiendo procesos iterativos que responden
a metodologias racionales bien delineadas como los Arboles de Decisién de Topliss, Método Free-Wil-
son, etc. Estas metodologias en funcién de las sefiales positivas (por testeos biolégicos paralelos) de
los anédlogos sintetizados, van dirigiendo y ordenado de manera légica las rutas sintéticas y el punto de
detencién. Esto puede aplicarse a huevos compuestos a obtener (sintesis de Novo); a antiguas drogas,
productos naturales y por supuesto a lideres farmacolégicos.

Estas fuentes deben estar respaldadas por el conocimiento profundo de mecanismos patologicos bien
conocidos, puntos de partida explicitos de sintesis quimica, posibles Targets o Blancos farmacoldgicos
aislado en estructuras celulares, subcelulares o tisulares (Enzimas, Receptores, Canales Ionicos, ARN,
ADN, etc.); y deben estar relacionados a bioensayos que puedan extrapolarse, por los menos parcial-
mente, a los humanos o a la especie que esté dirigido.™

Esta introduccion tedrica de conceptos basicos en el disefio de Drogas muestra uno de los puntos
importantes de los Flavonoides; saltan importantes pasos de disefio y son paradigmaticos en otros, mos-
trando aun asi actividades farmacolégicos posiblemente utiles.

Ampliando lo anterior, los Flavonoides:

- No fueron sometidos a Cristalografia de Rayos-X unidos al supuesto receptor farmacolégico,

- No fueron encontrados por métodos de Busqueda en Base de datos,

- Si fueron sintetizados por métodos de Librerias Combinatoriales Quimicas,

- Sufuente de obtencién Siresponde al apartado de productos naturales, funcionando estas moléculas
como molde o temple para un posterior desarrollo de andlogo mas potentes.

Receptores

Se definen como Receptores a todo biopolimero (enzima, acido nucleico, canal iénico, etc.) que fija
un ligando o mensajero quimico enddégeno (hormonas, péptidos, aminas, autacoides, etc.) o exdégenos
(fArmacos, toxicos ambientales, aditivos alimentarios, etc.) de manera selectiva, afin, reversible y sa-
turable para propagar un mensaje y al ser propagado producir una respuesta bioldgica de inhibicion o
estimulacion.
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De hecho esta afinidad y selectividad de fijacion se debe a que las moléculas cumplen determinados
requerimientos estructurales que permiten gran selectividad entre las multiples poblaciones y subpo-
blaciones receptoriales. Esto nace con las experiencias Termodinamicas en la década del cuarenta de
Ferguson, que realiza por primera vez la siguiente divisién entre farmacos:

- Drogas de accion especifica (Drogas Estructuralmente Especificas)

Responden a la ley de acciéon de masa, dependiendo de determinados grupos funcionales y geome-
trias moleculares bien definidas para ejercer su accién. Esta accién es obtenida con dosis o cantidades
de droga muy bajas ya que actuan sobre receptores.

- Drogas de accién inespecifica (Drogas Estructuralmente inespecifica):

Dependen de su saturacion en la sangre o fluidos extracelulares, mas que determinados grupos
funcionales y geometrias moleculares. Las dosis para ejercer actividad biolégica son muy superiores a
las drogas de accion especifica y en general son muy poco especificas en funcion de la selectividad y
afinidad por receptores.'?

De estas definiciones se desprende que al ser estructuras biolégicas tan importantes e influenciables
tan importantes e influenciables desde un punto de vista fisiolégico y/o farmacoldgico, se han realizan y
siguen realizando intensas investigaciones para develar sus mecanismos intimos de accion y sus posibles
sitios de modificacién o modulacién.

Entre esas metodologias y técnicas de estudio se encuentran:

o Cristalografia de Rayos-X con y sin ligando (exégeno o enddgeno); la cual provee mucha informacion
sobre el lugar exacto, forma y los tipos de unién del ligando a su receptor.

e Unién de Radioligandos.

¢ Modificacion estructural del receptor; clivado de sus unidades estructurales y/o mutacion de las mismas
con posterior medicién de su actividad biolégica afinidad de unién de diferentes moléculas.

e Modelizacion del sitio activo del receptor por métodos computacionales, aqui cabe aclarar dos meto-
dologias de estudio complementarias:

- Estudios de binding o unién (donde se realizan complejos célculos de energias de unién)

- Estudios de superimposicién de Ligandos (con diferentes afinidades y respuestas biolégicas); y

posterior hipotetizacion del sitio activo.

Existen diferentes teorias para explicar el funcionamiento de los receptores, los cuales podrian clasi-
ficarse en Clasicas, Modernas y Supermodernas.

Teorias Clasicas

Teoria Ocupacional (Clark y Gaddum)
Estos dos investigadores basados en las experiencias previas de Ehrlich, Langley y Langmuir; en

diferentes anos; determinan que:

- Los receptores para una misma molécula son idénticos.

- A mayor numero de receptores ocupados, mayor respuesta bioldgica o al farmaco.

- Es decir, responden a la ley de accién de masas.

- Define a moléculas que al unirse al receptor producen una respuestas como: AGONISTAS y a los que
bloquean a la misma por unién y competicién al mismo como: ANTAGONISTAS.

Teoria de Ariéns:

La teoria anterior fue modificada por Ariéns treinta afos después, para poder explicar la existencia de
AGONISTAS PARCIALES, a los que definié6 como entidades quimicas que producen una accién agonica
en el receptor. Pero sin que esta respuesta sea total (maxima), en comparacion con otras moléculas con
“normal” o mayor respuesta.

Asi realiza una clara diferenciacién entre afinidad (capacidad de unién) y actividad intrinseca o actividad
biolégica dada en simples nimeros enteros.?

Teorias Modernas y Teorias Modernas Refinadas
Posteriormente Patton, engloba a las anteriores y conceptos reformulandolos de la siguiente mane-
ra:
- La respuesta biolégica depende de la velocidad relativa de asociacion-disociacion de los ligandos al
receptor.
En el afio 1983 Black y Leff propusieron otra concepcion muy importante en Farmacologia; cuando
se produce la unién ligando-receptor, puede traducirse en un mecanismo bioquimico de liberacién de un
segundo mensajero o la apertura de un canal iénico.
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Actualmente otras definiciones fueron introducidas en los estudios de receptores y ligandos, las cuales
pueden ser complementarias con las anteriores y sirven para explicar nuevos conceptos y mecanismos
de accion desde otros modelos.™

Por lo tanto se ubica al receptor en dos estadios diferentes, que fluctian en un equilibrio metaesta-
ble:

- Conformacion activa: corresponde al receptor ionoférico abierto o a una conformacién productiva, la
que generalmente produce las respuestas biolégicas.
- Conformacion inactiva: receptor ionoférico cerrado o conformacién improductiva.

El receptor fluctua entre un estado u otro de acuerdo al medio molecular en el cual esta inmerso y
especialmente a la presencia de ligandos exdgenos. Asi en ausencia del farmaco predomina el estado
improductivo, con un nivel basal muy bajo de actividad o conformacion activa.

Por lo tanto una equidad quimica que desplace el equilibrio hacia la conformacion activa sera un Ago-
nista y en funcién del grado de desplazamiento o induccion hacia ese estado sera Parcial o Total. Asi en
esta misma linea de razonamiento otra entidad que no pueda diferenciar o desbalancear ese estado de
equilibrio, sera un Antagonista (sin tener en cuenta si es competitivo o no).

Por lo tanto, todo ligando que desplace ese equilibrio hacia las conformaciones cerradas o inactivas
sera aquel definido como AGONISTA INVERSO O ANTAGONISTA NEGATIVO, ya que inducira una res-
puesta pero con una actividad intrinseca de valor negativo, ya que esta respuesta es contraria a la del
AGONISTA."

Asi en la grafico 1, puede verse la accion de un agonista inverso como los derivados B-carbolinicos,
surgidos de las investigaciones tempranas en torno al receptor benzodiazepinico. Dichos derivados lejos
de inducir ansidlisis y sedacion, producian ansiedad, miedo, temblores y convulsiones en animales de
experimentacioén.'® 14

Estos modelos son resueltos por poderosos programas de computacién ya que dependen de estas
herramientas por estar representados como complejos cubicos ternarios, donde no solo estan presentes
los parametros antes mencionados sino la capacidad de las drogas para inducir cambios conformacionales
y la resistencia del receptor a estos cambios.'

2000 - i [ A
onista tota
150 A F === AR, A Antagonigmeo competitive
gg 150 — Agonista parcial 100+ = y,
; A
gﬁ 100 - Antagoniste AR ==~ AR,
o5
g2 g
Anlagaonista i
. inverso ARy =tes R,
Log {Hrmaca) Log (4]
Gréfico 1 Gréfico 2

Esos modelos son de alta complejidad y por lo tanto una sintesis de todas estas Teorias se ve en los
graficos arriba representados, donde:

Grafico 1
Donde 1 es un agonista total y 2 es un agonista parcial. La curva 3 es un antagonista (no accion), y 4
son agonistas inversos parcial y total respectivamente.

Grafico 2

En el clasico grafico de respuesta farmacoldgica en funcién del logaritmo de la concentracion; se ob-
serva que la curva 1, es la que podria observarse cuando un ligando se une a su receptor, llegando a un
maximo de respuesta. La curva 2 podria corresponderse a la unién de un ligando a su receptor cuando este
previamente fue ocupado por un antagonista competitivo, el cual bloquea el sitio de unién y se necesita
mas concentracién de ligando en el sitio para generar un desplazamiento quimico del antagonista.

Receptor Farmacologico GABA
Estos son las estructuras modificadas por los ligandos, en el caso particular de los Receptores GABA,

se los caracteriza como:

e Pertenecientes a la Superfamilia de Receptores asociados a canales iénicos', SON RECEPTORES
DE MEMBRANA Tipo 1, lonoféricos (amplifican la sefial. Union de ligando por uniones no-covalentes,
reversibles, presentando un flujo unidireccional de iones hacia el interior celular).x*
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e Forma de Receptor

Figura - 2

e Como muestra la figura 2, posee una morfologia de cinco elementos estructurales llamadas subuni-
dades, donde cada una posee cuatro segmentos de transmembrana’,

e Subunidades pertenecientes a cinco familias (a., B, v, 6 y €); cada una con varias isoformas (a.1-6; p1-4;
61; y1-3; ¢ 1). Figura 1

e Divididos en Tipo | y Tipo Il y BZD 1 y BZD2 de acuerdo a los ligandos que fijan y a su ubicacion
neuroanatomica.'” 18

o Entre los dos puntos anteriores la posibilidad de combinacién es altisima, sin embargo se observa una
estequiometria repetida de 2 subunidadesa, 1B y 2 y. En cuanto a las isoformas las mas repetidas son
a1 B2 y2. (correspondiente al clasico Tipo | de receptores benzodiazepinicos) y las isoformas a1 B3
Y2y 1By a5 B3 y2 (correspondientes a los receptores de benzodiazepina Tipo Il).

o Absoluta heterogeneidad en la ubicacién de estas isoformas en todo el SNC.

e Especificidad i6nica al cloro, el cual al ingresar a la célula neuronal produce hiperpolarizacion por
aumento de cargas negativas en el interior celular, lo cual induce una disminucion de la irritabilidad e
impulsos.

e Es un receptor Glicosilado de una masa molecular aproximada de 250 Kda.

Desde un enfoque macroscépico se encuentran en el SNC, en el Higado, Plaquetas, Testiculo, Ute-
ro_20, 21

* Si bien es un receptor de membrana ionoférico habitualmente presentado como post-sinaptico existe
otro tipo de receptor denominado periférico, el cual se ubica en la membrana mitocondrial externa de las
neuronas, y en las células de la glia (células de sostén y nutricién en intimo contacto con las neuronas),
por lo cual se lo denomina también mitocondrial, el cual viene siendo investigado intensamente desde
su descubrimiento, a principios de los afios ochenta; para tratar de entender su rol fisiolégico, ya que se
observa una fuerte correlacion entre su ocupacion y actividad antineopanica o ansiolitica en animales de
experimentacion. Las células utilizadas como modelo farmacoldgico de accién gliales C6-2B.

Este receptor al ser ocupado por ligandos agonistas favorece la sintesis y/o ingreso de colesterol al
interior mitocondrial, dicho colesterol es transformado enzimaticamente en neuroesteroides gabaérgicos
(pregnenolona sulfato, dihidroxitestosterona sulfato, 3alfa hidroxi-5-alfa-pregnan-20-ona y 3-alfa-21-dihi-
droxi-5-alfa-pregnan-20-ona.); los cuales son transportados y almacenados en vesiculas pre-sinapticas.
Estas vesiculas al ser liberadas a la hendidura sinaptica, dejan libres a estos neuroesteroides los cuales
se unen a la subunidad y del receptor GABA, favoreciendo el pasaje de iones cloro al interior neuronal,
aumentando la hiperpolarizacion, amplificando la inhibicion del neurotransmisor GABA sobre su blanco
molecular.

Estos ligando agonistas deben cumplir con determinados requerimientos estructurales, los cuales son
enumerados en la tabla 1:
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Tabla 1:

Requerimientos estructurales minimos de ligandos agonistas GABA mitocondriales

» Moléculas de tres anillos, dos de ellos fusionados

» Anillo aromatico no fusionado y unido a estructura principal de dos anillos. Con posibilidad de adquirir
diferentes grados de libertad y rotacién

* Anillo aromatico unido al anillo no aromatico de siete atomos

» Grupo carbonilico atractor de protones

» Grupos hidrofobicos como: otros anillos aromaticos, cadenas aminicas cortas, halégenos y grupos
nitro.

Importancia Terapéutica del manejo del Receptor GABA,

Ansiedad
Es definida desde una visién Psiquiatrica, como una emocioén normal o angustiante, diferenciandose

una definicion de otra solo por una cuestion de grado e intensidad de aparicion y permanencia. Y como

influencia la vida de un individuo. Es decir, la patologia aparece cuando en vez de favorecer el comporta-
miento, lo interfiere y cuando la atencién a dicha sensacién de perturbacion llega a niveles postrantes.

La ansiedad es la vivencia de un sentimiento de amenaza o de expectacion tensa del futuro, muchas
veces inmediato. Dicha amenaza puede ser real, irreal o simplemente desproporcionada y abarcar un
amplio espectro de manifestaciones psicolégicas como fisioldgicas.

La base neuroanatémica y las principales estructuras implicadas en estos procesos son ubicados desde
diversos modelos y teorias en el Cerebro; especificamente en el Sistema Limbico el cual es descripto
como uno de los principales centro de placer y alarma que responde de tres maneras basicas: aumento
de atencion, o aumento de impulsos de evitacion a estos estimulos amenazantes o evaluados como
amenazantes; provenientes tanto desde el interior (via visceral) o desde el exterior (via Sensorial) y pue-
den ser patolégicos o fisioldgicos.

Dentro del Sistema Limbico existen estructuras anatdmico-funcionales directamente implicadas en la
ansiedad:

- El complejo Septo-Hipocampico (el cual regula el sistema de inhibicion de conducta por medio de
vias reguladas por el neurotransmisor Acetil Colina).

- Nucleo Central de la Amigdala del cual parten numerosas proyecciones reguladoras hacia otros
nucleos como el del Rafe, Hipotalamo y Locus Coeruleus, los cuales al ser estimuladas aportan
gran parte de las manifestaciones de ansiedad y miedo.??

Los principales sistemas de neurotransmicién son catalogados por:

- El neurotransmisor que sintetizan

- Elementos constitutivos (unidades neuroanatémicas funcionales) es decir las neuronas.

Neurotransmisores
La Farmacologia define como neurotransmisor a las sustancias que son:

- Sintetizadas en la unidad anatomo-funciona del SNC (la neurona).

- Liberadas en el espacio intersinaptico.

- Poseen unidén a receptor post-sinaptico iniciando una respuesta de estimulacién o inhibicién.

- Metabolizadas por enzimas en la biofase* intersinaptica.

- Antagonizados por antagonistas del neurotransmisor.

- Si una molécula sintética con la misma identidad quimica es introducida en esta hendidura sinaptica
y/o unida al receptor post-sinaptico; la respuesta bioldgica debe ser idéntica y gradual, dependiendo
de la concentracion del analogo quimico.

*biofase: entorno molecular donde actua una droga.

Neurotransmisor GABA

El neurotransmisor y Amino Butirico (figura 3) es el principal neurotransmisor inhibitorio del SNC. Es
sintetizado por medio de la enzima Glutamato descarboxilasa en las neuronas gabaérgicas a través de
la descarboxilacion del aminoacido Glutamato.

Este neurotransmisor, al ser liberado a la interfase sinaptica, impacta sobre el receptor GABA,,
uniéndose a la subunidad B de dicho receptor, aumentando la conductancia del anion Cloro, produciendo
hiperpolarizacién neuronal.
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Figura 3 -Neurotransmisor GABA: estructura quimica en dos y tres dimensiones, minimizacién AM1
(se incluyen nubes electrénicas)

Asi los sistemas de neurotransmisién con influencia moduladora directa a la génesis y expresién
de los sintomas de ansiedad, son el sistema serotoninérgico, el noradrenérgico y el Complejo GABAA
Receptor-benzodiazepinico.?

Este ultimo al ser estimulado inhibe a los dos anteriores, lo cual trae aparejada la disminucion de los
estados de ansiedad y miedo. Esto es posible ya que ese tercio (30-50%) de los neurotransmisores del
SNC son gabaérgicas y una pequefia influencia de este sistema produce una respuesta generalizada en
numerosas vias, cuyo resultado final como antes se ha dicho, es la ansidlisis.

Definidas las ubicaciones y las respuestas bioldgicas de este receptor en particular; se explica el
aprovechamiento de dichas respuestas en Farmacologia Clinica.

Farmacologia Molecular y Clinica

Gran variedad de agentes tienen la capacidad de deprimir las funciones del Sistema Nervioso Central,
con la consecuente sedacién o somnolencia.

Los farmacos sedantes e hipnéticos antiguos, deprimen el SNC de una manera dependiente de la dosis
con produccion progresiva de sedacion, suefio, pérdida de conocimiento, anestesia, coma y depresion
letal cardio-pulmonar.

Las propiedades estructurales y funcionales de las neuronas brindan un medio para especificar los
posibles sitios en los que estos farmacos pueden interactuar de forma general o especifica en el SNC.

Pero en general ejercen estas actividades al unirse al receptor GABA, difiriendo en sus mecanismos
y sititos de accién molecular.

Dentro de esta variedad de compuestos, pero con un extraordinario margen de seguridad, se encuen-
tran las Benzodiazepinas, las cuales para ejercer sus efectos en el receptor GABA, dependen de este
neurotransmisor. De esta manera al tener una naturaleza de automodulaciéon son ampliamente utilizadas
en clinica para producir efectos sedantes, tranquilizantes y anticonvulsivos; pero sin deprimir el SNC como
los compuestos quimicos antes mencionados’®.

Estos farmacos han sido ampliamente investigados y usados desde la introduccion al mercado de la
primera y segunda benzodiazepina de la Historia (Clordiazepoxido, bajo el nombre comercial de LIBRIUM;
y el Diazepam, cuyo nombre comercial es Valium, entre otros).

Por lo tanto se conoce que el entorno molecular o biofase en el que actuan es el receptor GABA,
especificamente en la interfase de las subunidades a y y '® '* 2 sin importar los subtipos de receptor, los
cuales inicialmente fueron catalogados por métodos de radioligandos como BZD1 y BZD2 (cuando se
usaban B-Carbolinas) y como Tipo | y Tipo Il (al usarse Triazolopiridinas).

En estos ultimos los Tipo | tiene asociados los efectos de ansidlisis y los Tipo Il los efectos de seda-
cion, suefo e hipnosis.'”?2

Como los Tipo | son los de mayor numero en el SNC de mamiferos adultos, y tiene asociada la res-
puesta biolégica generalmente en clinica, numerosos estudios se han llevado a cabo para encontrar y
delinear el sitio activo o bolsillo receptorial en el cual este grupo de farmacos ingresa y actua.

De este modo y por estudios de mutagénesis y de delecion selectiva de aminoacidos los fragmentos
estructurales con mayor implicancia en el reconocimiento y union de las Benzodiazepinas, en el receptor
Tipo I, pueden verse en la siguiente Tabla 2:
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Subunidad Aminoacido Posicién o numero

L-Histidina 101

L-Tirosina 159

ai L-Glutamina 200
L-Treonina 206

5 L-Fenilalanina 77

Y L-Metionina 103

Tabla 2

Las BZDs al ingresar a su sitio activo en los receptores BZDpinicos producen un aumento de la sen-
sibilidad del receptor por su ligando natural (GABA), regulandolo de manera heterotrépica, amplificando
la corriente de iones cloro al interior celular.

Los estudios electrofisiologicos in-Vitro realizados por Twyman y col. (1989) mostraron que la intensi-
ficacion ionica inducida por BZDs en receptores GABA, a dosis submaximas (no significativas para abrir
los canales de cloruro), responde a un incremento de apertura de canales y no a una prolongacion en la
apertura de los mismos como las inducidas por los Barbituricos. Asimismo los estudios cinéticos indican
que el efecto en la apertura y cierre de canales, luego de fijarse el GABA son nulos o despreciables. Estas
mediciones indican que las BZDs desplazan hacia la izquierda la curva de concentracion y reaccién del
GABA, sin incrementar la corriente maxima de iones producida o evocada por este neurotransmisor. Todo
lo anterior demuestra y explica a un nivel clinico el porque de la extraordinaria seguridad de las BZD, ya
que la potencialidad de depresion neuronal que exhiben estas drogas, esta autolimitada por su naturaleza
dependiente de ligando endogeno GABA.

En consecuencia, para producir su efecto requieren la presencia de GABA, sugiriendo también que
los efectos post-sinapticos directos de los farmacos que aqui actien, requieren de una alta especificidad
por los receptores y/o resistencia a la degradacién metabdlica.®

Estructura Quimica de las Benzodiazepinas

Benzodiazepina
(5-Aril-1,4-Benzodiazepina)

Figura 4

Como puede verse de una estructura central o basica con pequefias variaciones estructurales pueden
obtenerse toda una variedad de compuestos relacionados, pero con diferentes acciones farmacologi-
cas.
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Los usos clinicos de las benzodiazepinas se deben justamente a la ocupaciéon de estos receptores
del SNC; aunque como muchos autores indican, existe evidencia suficiente para afirmar que la mera
ocupacion de receptores GABA, post-sinapticos no explica todas las respuestas farmacologicas obser-
VadaS.17’21’ 22

Sin embargo investigaciones iniciales de Miller y Greenblat** demuestran que los modelos de respuesta
farmacoldgica versus receptores ocupacion de receptores son lo suficientemente acertados para explicar
gran parte de dichas respuestas. Estos modelos correlacionan concentraciéon plasmatica de BZDs con
las concentraciones en biofase; para luego determinar que a mayor ocupacion receptorial se observan
respuestas graduales y aditivas, por un agonista (verde), y respuestas graduales y aditivas pero de mag-
nitud o efecto opuesto (Marron, Agonista Inverso).

Como se muestran en la siguiente figura 5:

Estupor - Hipnosis Miorelajante Ansiogeno-Proconvulsivante-

\ Hiperténico
« /
|
0
b |
1‘/ o \
Anticonvulsivante Ansidlisis Anorexigeno Convulsivante
Sedante
Figura - 5

La actividad bioldgica y/o farmacolégica puede explicarse de acuerdo al siguiente esquema:
Y Rta. Biolégica o Farmacologica Total = X Rtas Bioldgicas Parciales y locales

Rtas. Parciales y locales = X Actividades de los Ligandos que alli actian + Ocupacién Receptorial +
Receptores de reserva

Actividades de los Ligandos (endogenos y/o exdgenos)= Funcion directa de la Estructura
Quimica y Concentracion en el sitio activo-

De los trabajos de diferentes autores'® 2425 y teniendo en cuenta el anterior esquema se desprende
que el receptor BZDpinico ofrece tres niveles de complejidad, que permiten tres diferentes enfoques
desde la siguiente optica:

- Numero de receptores de reserva (los que no estan ocupados por ligandos o farmacos)
- Ubicacion de Receptores por Agonistas Totales, Parciales, Antagonistas Inversos.
- ocupacion de receptores por agonista totales, parciales, antagonistas y agonistas inversos.

Con respecto a estos puntos la clinica esta basada en la busqueda de las respuestas totales o globales;
pero la Farmacologia Molecular y la Quimica Medicinal centran sus esfuerzos en dilucidar los mecanismos
intimos de accion y los requerimientos estructurales minimos para la expresion de determinado tipo de
accion.

En funcién de lo anterior se sabe que:

e Un Agonista Total exhibe una capacidad ansiolitica cuando entre el 20-30 % de la poblacion total de
receptores del SNC esta ocupada.

e AsuvezunAgonista Parcial exhibe similar actividad al estar ocupado entre el 60-70% de los receptores
totales.

Asi, los agonistas totales permiten un margen pequefio en la manipulacion de dosis, mostrando efectos
secundarios con una pequena variacion de la dosis o del estado general del paciente.

Contrariamente los agonistas parciales, para llegar al porcentaje necesario de ocupacion y actividad
ansiolitica ofrecen mayor regulacién de dosis. Asi también, una dificil induccién de efectos secundarios
como efectos sedantes, miorelajantes o de estupor e hipnosis.

Por lo tanto en funcion de lo anterior todo farmaco que sea agonista total o parcial del receptor de
BZDs, puede en clinica o cuando menos en investigacion, utilizarse para producir estos efectos:
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Efecto Farmacolégico

Indicacion terapéutica

Efectos secundarios

Ansiolitico

Trastornos de ansiedad

Indiferencia

Anticonvulsivo

Epilepsia-disritmias-
intoxicaciones

Sueno-dificultad en el habla-
Disturbios de la atencion.

Tensién muscular-
Espasticidad-
Tétanos

Los anteriores +

Musculo relajante . ,
Debilidad muscular- Ataxia

Sedante e hipnético Depresion respiratoria +
riesgo de muerte por
incompatibilidad con

alcohol

Disturbios del suefio-
Medicacion pre-anestésica

Tabla - 3

Las BZDs, como se ha visto antes no son las Unicas entidades quimicas que se unen al receptor
GABAA- Benzodiazepinico. De hecho un amplio nimero de estructura de origen vegetal (Flavonoides),
actualmente son investigadas intensamente por unirse a dicho receptor, y por mostrar un futuro promisorio
como nuevos fitofarmacos.?

Flavonoides

Los Flavonoides que se encuentran tanto en estado libre como unido a una o varios azucares (hete-
résido), constituyen el grupo mas amplio de fenoles naturales, siendo este grupo uno de los mas amplios
metabolitos secundarios de plantas. Su estructura quimica esta basada en la Benzo-y-pirona (Cromona),
que se encuentra sustituida en diferentes posiciones por un anillo fenilo, conformando una estructura
Flavanica o Flavona, como se muestra en la siguiente figura 6:

3

Flavona

(]
Figura 6

Estructura Quimica de los Flavonoides estudiados

La ubicacion en las plantas es ubicua, concentrandose en flores y tallos jévenes?, los Flavonoides
corresponden al Grupo de las Flavonas.

Mas de 5000 flavonoides han sido descriptos y las propiedades biologicas y farmacolégicas de ellos
se agrupan en las siguientes categorias:

- Antiinflamatorios.

- Antioxidantes.

- Antihistaminicos.

- Diuréticos.

- Antitéxico Hepatico.

- Inhibidores enzimaticos.

- Anticarcinogénico, Antiviral.
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Durante varios afios se desconocian las propiedades de union de estos al receptor GABA, hasta que
los estudios de Paladin y col. (1986); guiados por los trabajos de diferentes autores sobre moléculas no
benzodiazepinicas con afinidad de unién por receptores GABA; mostraron por estudios de desplazamiento
de Flunitrazepam tritiado (radioligando), que los Flavonoides obtenidos de extractos de diferentes planta
se unian con alta afinidad a dichos receptores.

En la misma linea de trabajo fueron ensayados in Vitro, otra serie de ligandos naturales y sintéticos,
obtenidos por métodos de librerias combinatoriales quimicas. Se encontr6 que los Flavonoides na-
turales (5,7-dihidroxiflavona y 5, 7, 4 “trihidroxiflavona) y los Flavonoides sintéticos (6-Bromoflavona y 6,
3 "Dinitroflavona), exhibian interesantes propiedades ansioliticas en varios modelos de ansidlisis. Con
perfiles farmacoldgicos correspondientes a los de los agonistas parciales. Esto gener6 una intensa
busqueda de flavonoides activos por este y otros investigadores 18 23.25.28.29. 30,

Modelado del sitio activo del receptor GABA

Regiones
Para modelar e hipotetizar la region agonista del sitio activo del receptor GABA,- Benzodiazepinico,

post-sinaptico, se discuten los siguientes conceptos descriptos por los siguientes autores:

- No todos los ligandos para determinada region deben ser estructuralmente idénticos.

- Hay una similitud atémica y molecular.

- Las razones para la actividad biolégica responden a mas razones que las anteriores.

- Puede hipotetizarse el sitio activo del receptor en células humanas, a partir de ligandos estudiados
en receptores de animales, ya que pese a ser especies diferentes dicho sitio no presenta grandes
variaciones entre una especie y otra.

- Todas las BZDs presentan estructuras altamente similares.

- Las estructuras obtenidas por cristalografia de Rayos-X de los ligandos son casi idénticas a las con-
formaciones bioactivas (conférmeros con maxima actividad bioldgica); por lo tanto las minimizaciones
energéticas por métodos Semi- Empiricos son aceradas y extensamente utilizadas para obtener las
estructuras en tres dimensiones unidas al receptor.®'

- Los Flavonoides comparten una alta similitud estructural, de afinidad y de respuesta farmacoldgica
con las BZDs. También poseen potenciales electrostaticos muy parecidos.? 32

- Los potenciales electrostaticos, los cuales miden los campos de fuerza electrostaticos de las moléculas,
pueden utilizarse con alto valor predictivo en cuanto a equivalencia de union receptorial, por lo tanto
una comparacioén entre Flavonoides y BZDs no solo es factible sino altamente orientativa en como se
ubican dentro del receptor3?,

Superposiciones moleculares de alto numero de ligandos con la misma actividad farmacolégica delinea

el posible sitio activo, orientacion y requerimientos estructurales regionales™ 4.20. 21
En funcion de esto ultimo Cook y colaboradores, han construido un modelo de zonas y requerimientos

estructurales minimos, los cuales al ser ocupados permiten predecir de que manera un ligando posible-

mente actue y lo que es mas importante, que actividad farmacoldgica poseera. Este modelo es general y

puede usase para los receptores Tipo | y/o 11."® Posteriormente a estos trabajos Kahnberg y colaboradores

refinaron el modelo de Cook, agregandole nuevos sitios.'®
En este modelo refinado se observa qué moléculas estructuralmente muy similares actuando en el
receptor GABA ,-Benzodiazepinico, pueden tener una alta variabilidad de respuestas biologicas. Esto se

debe en parte a la modulacion alostérica que ejercen estos ligandos dentro del receptor, estabilizando o

favoreciendo determinada conformacion por sobre otra, en el caso de los agonistas (BZDs y Flavonoides)

(figura 7) y un no favorecimiento de conformacion en el caso del antagonista.
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Figura 7 - Modelo refinado de Cook, donde se ajusta un flavonoide

El modelo refinado de Cook ha sido dividido en zonas las cuales poseen una respuesta biolégica
asociada al ser ocupadas, estas son:
e L1,L2, L3, LDi: Zonas Lipofilicas, las cuales uniran con alta afinidad fragmentos moleculares lipofili-
Ccos.
e A2: Zona aceptora de protones (producida por aminoacidos basicos).
H1, H2/A3: Zonas dadoras de protones.
S1, S2, S3, 84, S5 (son sitios agregados por el refinamiento del modelo de Cook): Zonas prohibidas
o de impedimento esterico.
De acuerdo entonces a este modelo un farmaco que ingrese al receptor y ocupe en mayor o menor
medida determinadas regiones producira lo siguiente;'®18" 23 32

Zonas de ocupacion Actividad Farmacologica |Selectividad por receptor Tipo
L1, L2, L3, Ldi, H1, H2 Agonista No selectivo

L1, L2, L3, Ldi ++ H1, H2 Agonista Tipo |

L1, L2 ++ L3, Ldi, H1, H2 Agonista Tipo Il

A2, H1, L1 Agonista inverso No selectivo

L1, H1, H2, A2 Antagonista No selectivo

(El indicador ++, corresponde a mas afinidad y/u ocupacion zonal)

Tabla 4

Como las regiones S son las que delimitan al receptor, no forman parte del cuadro porque cualquier
molécula que intente ingresar al receptor y entre en conflicto con estas zonas, estar especialmente im-
pedida a establecer cualquier tipo de unién y no podra ejercer ningun tipo de accion.

Las superposiciones de ligandos en el mismo sitio del receptor pero con diferentes arreglos espaciales
fue hipotetizado y mencionado por diferentes autores, esto supone que cuanto mas alta sea la homologia
regional y espacial entre moléculas superpuestas, mas parecido sera su mecanismo de accioén y por lo
tanto su respuesta bioldgica.'® '°

Entonces, de esta manera, no queda mas que sentar las bases para un estudio extratermodinamico,
correlacionando la estructura quimica con la actividad farmacolégica a través del analisis QSAR.
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Qsar y 3DQsar en el disefio de drogas

La relacion de estructura actividad cuantitativa correlaciona, dentro de una serie congenérica de
compuestos con afinidades de ligandos a su sitio de union, constante de inhibicidn, tipos de constantes,
y otras actividades biolégicas, con cualquiera de los dos rasgos estructurales (analisis Free Wilson) o
con propiedades moleculares, grupales, o atébmicas tales como lipofilicidad, polarizabilidad, electrénicas
y estéricas (analisis de Hansch)7-%8:39,

Si bien las relaciones entre la lipofilicidad y la actividad biol6gica inespecifica tales como narcéticas,
bactericidas, hemoliticas, y toxicas han tenido un giro en estos ultimos cien afios, a través de las publica-
ciones independientes del analisis de Hansch y el método de Free Wilson, nacidos en 1964, han marcado
un hito en el desarrollo del QSAR (relacién estructura actividad cuantitativa).

Desde entonces las ecuaciones de QSAR han tenido uso en la descripcion de miles de compuestos
con actividades biolégicas dentro de diferentes series de drogas y drogas candidatas. Especialmente los
datos de inhibicidon de enzimas han tenido una correlacién exitosa con propiedades fisico-quimicas del
ligando. En ciertos casos donde la estructura de rayos x de las proteinas estan disponibles, los resultados
de los modelos de regresién de QSAR podria ser interpretado con la informacién adicional dada por la
estructura tridimensional (3D) del ligando®-3°.

Después de un lento desarrollo del método de aproximacién basado en grillas 3D QSAR, en 1988 el
método de analisis molecular comparativo de campos de fuerza (CoMFA) fue publicado por Cramer et
al.*?, Este método molecular basado en campos constituye el primer método real de 3D-QSAR. En los
pasados ultimos diez anos, la aplicacién de CoMFA ha tenido éxito en la investigacién por estos métodos
especialmente en el caso donde el método de QSAR clasico falla. En contraste con el analisis de Hansch
o el de Free Wilson, CoMFA es mejor en el proceso de descripcién de la interaccion ligando-receptor,
porque considera las propiedades de los ligandos en su supuesta conformacién bioactiva. Como los re-
sultados de andlisis de CoMFA identifica regiones en el espacio que son favorables o desfavorables para
la interaccion entre el ligando y el receptor.

Relacién estructura-actividad cuantitativa
Teoria QSAR

Todos los analisis por QSAR estan basados sobre la aceptaciéon de una contribucion lineal aditiva de
diferentes propiedades estructurales, fisico-quimicas o tedricas de un compuesto a una actividad biolégica,
lo que nos proporciona una dependencia lineal del transporte o una unién al receptor, de una propiedad
fisicoquimica en particular. Esta simple aceptacion esta probada por una funcién lineal que se utiliza como
un concepto soporte para los analisis de Hansch y de Free Wilson*':

(1)

AGy = +54KJ - o Perdida total de entropia por traslacional y rotacional
AG,, = -4.TKS- o ! Unidn hidrégeno neutral ideal
AG e =—8.3KJ - mol™ | Interaccidn idnica ideal

AG, = -017KJ -moi™ | Contacto lipofilico

AG L = +14KJ - o™ Perdida de entropia por rotacidn de la unign del ligando

La ecuacion (1) correlaciona energia libre de union AG con un termino constante, AG,, que

binding
describe la perdida total en grados de libertad rotacionales y traslacionales AG,, , AG,,,,y AG,,,
que son términos de energia derivados de la estructura por interacciones de unién-hidrégeno cargada y

neutrales e interacciones hidrofébicas entre el ligando y la proteina; AG,,, describe la perdida interna
de los grados de libertad rotacionales del ligando. La ecuacion uno contiene un amplio rango de valores

de energia: el AGb,nd,ng de 45 diferentes uniones ligando-proteinas esta tiene un complejo rango desde
-9 hasta -76 KJ mol-1 correspondientes a un error promedio de alrededor de 1,4 unidades de logaritmo
en la prediccion de constantes de union del ligando del modelo matematico®. Como la relacion extrater-

modinamica es entre la energia libore AG'y la constante de equilibrio K (ecuacion 2).
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AG=-23503 RT log K =-2303 ET|DQH;“

e (2)

o la constante k (k, = constante de asociacion, K, = constante de disociacion de la formacion
del complejo ligando-receptor), se pueden utilizar los logaritmos de estos valores y pueden ser correla-
cionados con la afinidad de la unién.

El logaritmo de la concentracion molar C que produce un efecto biolégico puede ser correlacionado
con una caracteristica de la molécula o por una propiedad fisico-quimica que estan relacionadas con la
constante de equilibrio de la energia libre; normalmente se utiliza el logaritmo de la inversa de la concen-
tracién, log 1/C, para obtener amplios valores de analogos mas activos.

Vale entonces representar una destallada de descripcion de los métodos analisis de QSAR:

Anadlisis de Hansch

Este método derivado de la fisicoquimica organica y de las ecuaciones de Hammett, puede ser conside-
rado como la primera aproximacion al estudio moderno de QSAR. propuesto por Hansch y colaboradores
a mediados de 1960 '8, en la investigacion de la relacion cuantitativa entre actividad bioldgica y una serie
de compuestos y sus parametros fisicoquimicos representados por efectos hidrofébicos, electrénicos,
estéricos y otros, usando métodos de regresion lineal multivariante.*

El andlisis de Hansch asume que la variacion en la magnitud de cierta actividad biolégica exhibida
por una serie de compuestos bioactivos puede ser correlacionada con variaciones en diferentes factores
fisicoquimicos asociados con su estructura. Por lo tanto, la ecuacion basica del QSAR en el andlisis de
Hansch es definida por:

Actividad biolog ica = Fl&, &, &, ) 3)

Donde @ son propiedades fisicoquimicas de compuestos congenéricos que tienen un esqueleto en
comun pero varian sus sustituyentes. Junto con la mayoria de los parametros importantes, factores como
la unién hidrégeno, van der Waals y fuerzas de transferencias de cargas, etc. que pueden ser usados
dependiendo de la situacion.

La actividad biolégica es usualmente definida como el log (1/C) donde C es la concentracion molar de
un compuesto medido a respuesta fija a dosis variable.

En andlisis de Hansch trata de correlacionar la actividad biolégica con propiedades fisicoquimicas
por analisis de regresién lineal o no-lineal, a fin de encontrar modelos que relacionen actividades con
propiedades. Para entender por ejemplo el mecanismo de interaccién de una droga con el sitio de union
especifico al receptor. (Figura 8)

Droga Receptor

(Sitio de unidn)

[} Ll

Fases acuosas y
barreras lipolifilicas

Figura -8

El analisis de Hansch sencillo esta basado en el modelo lineal de Hansch®°. La ecuacion esta defi-
nida por

(4)

. J
S Y

il
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Donde d)i representa la propiedades fisicoquimicas j del compuesto i, bj son los coeficientes de re-
gresion, y J es el numero total de propiedades consideradas. La ordenada al origen b corresponde a la
actividad biolégica tedrica de un compuesto, cuyos valores de las propiedades son cero.

Esta condicién es una aproximacion total para un compuesto de referencia cuyos hidrégenos se ha-
llan sustituidos y los valores de propiedades normalizadas a 0 dependiendo del coeficiente de regresion,
algunos factores que no son relevantes si pueden serlo.

Las propiedades o parametros fisicoquimicos utilizados en los modelos de QSAR clasico se pueden
clasificar de forma general en tres grupos. En la actualidad se adosaron parametros teéricos obtenidos
por mecdanica cuantica o aproximaciones matematicas (Tabla 5):

e Electrénico
e Estérico
e Hidrofébico

Idealmente los parametros fisicoquimicos seleccionados para el o los modelos deben ser ortogonales
entre si, quiere decir que cuando una propiedad se modifica, esa variacion no se transfiera al resto de
los parametros, por eso debe haber la menor correlacion o minima covarianza posible entre ellos (Figura
9).

ESTERICO

HIDROFGBICO

_'-"-'-'_'J
ELECTRONICO
Figura 9
Parametros Simbolos
Parametros Hidrofébicos
Coeficiente de particion log P
Constante de Hansch-Fuijita ]
Constantes de fragmentos hidrofobicos f,f
Coeficiente de distribucion log D
Coeficiente de particiéon aparente log P’, log P, |
Factor de capacidad en HPLC log k, log k,
Parametro de solubilidad log S
Descriptores Electronicos
Constante de Hammett mEEE’
Constante inductiva de Taft’s (polar) .,
Parametros de campo de Swain y Lupton F
Parametros de resonancia de Swain y Lupton R
Constante de ionizacion pK,, A pK,
Corrimiento quimico ("*C and 'H) g
Parametros Tedricos
Cargas netas atomicas qll, gl
Superdeslocalizacion SN, SE, SR
Energia del ultimo orbital ocupado E .ovo
Energia del primer orbital desocupado E .vo
Potencial electroestético V(r)
Descriptores estéricos
Parametro estérico de Taft's E,
Volumen molar Mv
Masa molecular MW
Radio de Van der Waals r
Volumen de Van der Waals v,
Refractividad molar MR
Parachor P
STERMOL de Verloop L, B

Tabla 5
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Por ejemplo la clasica ecuacion lineal de Hansch (3) es:

lng(1fCi=b, + b, - m+h, 5+ b, E, (5)

donde Tt es la constante hidrofébica Hansch-Fujita de sustituyentes, G es la constante electrénica de

sustituyentes de Hammett, y E es el factor estérico de Taft. A continuacion se da una breve descripcion
de parametros:

La constate hidrofébica Hansch-Fujita T de sustituyentes es una propiedad que describe la contribucion
del sustituyente a la lipofilicidad o hidrofilicidad de un compuesto. Se basa en que los procesos de absorcion
y distribucién en sistemas biolégicos es determinado por las propiedades lipofilicas de un compuesto, por
el cual se utiliza para esta determinacion, el coeficiente de particién octanol/agua de la molécula usada,
ya que simula el pasaje de esta a través de una membrana. El descriptor termodinamico 1T se calcula a
partir de la diferencia entre LogP de un compuesto con sustituyente y el LogP sin sustituyente:

Ecuacion de Hansch-Fujita

o [:nmpues-h:-]x BN
[cc-mpues-tn]m
Ta™ Ingﬂmmcmmw _Ingpmmlrmm; (6)

Se utiliza octanol por su similitud con fosfolipidos de membrana, por tener una cabeza polar dada por
el hidroxilo y una cola hidrocarbonada dada por su esqueleto de carbonos.

La constante electrénica de Hammett G es una propiedad que describe la tendencia a tomar o ce-
der electrones, depende solamente de la naturaleza y posicion de los sustituyentes (grupos atractores
o dadores de electrones), caracterizando el efecto de estos sobre compuestos aromaticos. Los valores
de sigma + indican sustituyentes atractores de electrones y valores de sigma — indican sustituyentes
dadores de electrones.

Ecuacion de Hammett.
= 0083 iy — 10 992 oty (7)

El factor estérico de Taft ES da una descripcion del impedimento estérico de los sustituyentes que
caracterizan a la molécula. El principio de este parametro se basa en los estudios cinéticos de hidrélisis
acida de compuestos aromaticos, en que la hidrdlisis de estos compuestos depende del volumen del
sustituyente, posteriormente se lo utiliz6 como parametro de medida del efecto estérico, en modelos de
QSAR.

Ecuacion de Taft

£ M pon, o0,

- i G B ®)

Los descriptores termodindmicos 11, 0 y Es son aditivos y constitutivos.

La j propiedades moleculares de i compuestos (Di puede ser definida como la suma total de j cons-

tante de cada sustituyente ¢ que pertenecen a un compuesto.

&
Fy =Zi¢w L ©)

S f -]

Donde I, , estos son variables indicadores (utilizadas en el andlisis Free-Wilson) indicando la presen-

cia.Cuando [, , = 1, de cada sustituyente en los s sitios para i compuesto; todo lo contrario la ausencia
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I, =0; 0,5 eslajpropiedades de cada sustituyente en el s sitio; S es el nimero de sitios sustitucio-
nales y N_es el nimero de grupos de sustituyentes en el s sitios. En cada sitio solo hay un sustituyente
presente para un compuesto dado, S es el numero total de contribuciones considerando propiedades

moleculares. Alternativamente las j propiedades moleculares @i de i compuestos es definido por un j
propiedad global molecular tal como los descriptores estéricos.

Las propiedades fisicoquimicas moleculares @ obtenidas bajo esta relacion y las constantes de los

sustituyentes ¢ son usualmente llamados descriptores de Hansch.®’

Alternativamente se desarrollaron otros modelos de Hansch mas complejos donde la relacién entre
la actividad biologica y los parametros fisicoquimicos es no lineal. Se los utilizan a estos modelos para
describir y predecir el transporte de droga, a través del pasaje de membranas ya sea pared gastrointestinal
o barrera hematoencefalica.5? 49535

En el desarrollo de un modelo de QSAR, la seleccion de variables y la validacion son condicion ne-
cesaria para la viabilidad del modelo. Tratando de esta manera de eliminar la propagacion de errores
sistematicos y la utilizaciéon de datos bioldgicos inapropiados.

Seleccion de variables
La seleccion se realiza a través de una serie de variables con el fin de desarrollar un modelo éptimo

que pueda predecir, en este caso una repuesta biolégica. Hay que tener en cuenta estos requerimientos

antes de la validacion del modelo®:

¢ Una cuidadosa seleccion de variables que sean independientes entre si (ortogonalidad).

¢ Significacion estadistica de las variables (Justificacion de variables a través de parametros estadisti-
cos).

e Principio de parsimonia, elegir el modelo mas simple manteniendo la calidad del mismo.

¢ Minimo numero de compuestos por variable, debe poseer entre 5 a 6 datos de actividad biolégica por
cada variable que se encuentre en el modelo.

e Exigencia en la concordancia, entre el modelo de regresion propuesto y el modelo bioldgico, debe ser
I6gico desde el punto de este ultimo.
Para cumplir con estos requerimientos se utilizan métodos para la seleccion de variables, por ejem-

plo:

Busqueda secuencial

Este método realiza la seleccién de variables por chequeo de los parametros estadisticos de los
modelos. Estos parametros son el coeficiente de correlacion (r) y coeficiente de validacién cruzada (Q?),
mostrando los modelos de mejor de calidad predictiva y excluyendo los peores, por corte, esto se realiza
generando combinaciones de todas la variables, con sus respectivos parametros estadisticos, a fin de
encontrar el modelo mas éptimo.*

Requerimientos

1) Se debe especificar la cantidad de variables que debe llevar para la busqueda del modelo mas 6pti-
mo.

2) Busqueda de alta correlacion de los parametros estadisticos r y Q2 en los modelos.

Seleccion de una serie de variables, por algoritmos genéticos (GA-VSS)

La seleccion de variables se lleva a cabo usando algoritmos genéticos, basandose en la evolucién
de una poblacion de modelos, a fin de encontrar el mas 6ptimo de ellos. El término algoritmo genético
significa, un vector binario llamado cromosoma (un modelo), en el cual tiene en cada posicion un gen
que corresponde a una variable (1 si esta incluido en el modelo y 0 no esta incluido en el mismo). Cada
cromosoma corresponde a un modelo con una serie de variables.>" %8

Una vez que se define el parametro a optimizar por ejemplo el Q2, comienza la evolucion del algoritmo
genético, basado en tres pasos y una condicion de finalizacion:

1) Creacion de una poblacién: Se comienza con la construccion aleatoria de los modelos de una pobla-
cion y se ordenan en funcion del parametro a optimizar, en primer lugar los mejores modelos (alta

correlacion) ver figura 10.
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Gen [ 1 varable incluida en el modela)
q"'““—al
[OTOJO RO O[O TORo7o70] ---- 0 TORMOIOT0J0]  Cremosoma (modela)

Foblacion
de cromosomas

r
Gen ([0 wariable noincluida en el modela) ﬁ

2) Entrecruzamiento: se genera el entrecruzamiento aleatorio de los genes (variables) entre los mejores
modelos generados (cromosomas) en el primer paso, a fin de encontrar un mejor modelo. Si esto es
asi este se incluye en la poblacion, este procedimiento se genera por iteracion (Figura 11).

gpoa ojoyoio Dlﬂﬂg.lillﬂl

[ oofofofof of of ol ofofo] ----[olojlc fofo o
X

} Entrecruzamiento

OEE OF §F DEEESDE AEEAE
II||II||II|| IIIEDlEIIEIlEIlEIlEIlEI.---- IIIIIIIIIIIIIII.IIIIIIII

Figura 11

3) Mutacion: por cada modelo (cromosoma) presente en la poblacion, se genera un cambio de algunos
de los genes (variables) del modelo, de esta manera aumenta el tamafio de la poblacioén, a fin de
generar nuevas aproximaciones, que si son altos sus valores del parametro a optimizar se incluyen
en la poblacion. También este procedimiento es generado por iteracion (Figura 12).

} Mutacién

4) Condicion de finalizacion: el segundo y el tercer paso son repetidos hasta que se encuentra la condicion
de finalizacion, eso esta definido por el nimero maximo de iteraciones o algun proceso arbitrario.

Validacion del modelo de QSAR

La técnica de validaciéon constituye una herramienta fundamental para la evaluacion de la validez de
los modelos obtenidos de una serie de datos por regresion multivariante y métodos de clasificacién. La
técnica de validacion es usada para analizar el poder predictivo de los modelos, dando una medida de
su capacidad de realizar predicciones fiables a respuestas modeladas para nuevos casos donde no se
conoce las mismas.%

Se utilizan estos parametros estadisticos para establecer la condicidon necesaria de la validez de un
modelo de regresion (figura 13):
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FPendientes
de regrasion Intenralos de corfianza 95 %
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/ T Ordenada al origen

Parametro electrdnico

Actividad bialdgica
medida en
concentracién malar

Parametra lipofilico

Figura 13, hipotético caso de una modelo de QSAR mostrando los parametros estadisticos pertinentes

I es el coeficiente de correlacion, es una medida relativa de la calidad de ajuste entre la variable
dependiente (actividad bioldgica) y las variables independientes (parametros fisicoquimicos) del modelo.
Sus valores van desde 0 hasta 1, cuanto mas cercano a 1 mayor sera la calidad del modelo.

S es la desviacion estandar, es una medida de la calidad absoluta del modelo, cuanto mas chico este
valor menor sera la dispersion de la respuesta dada por el modelo.

F son los valores de Fisher, es una medida de la significacion estadistica, con respecto a la variabi-
lidad del modelo.

Q? es el coeficiente de validacion cruzada, es una medida de la prediccion interna. Dicho en otras
palabras mide el poder predictivo del modelo. Sus valores van desde 0 hasta 1, cuanto mas cercano a 1
mayor sera la calidad predictiva del modelo.

SPRESS es la desviacion estandar de prediccion, es una medida de la calidad absoluta predictiva del
modelo, cuanto mas chico este valor menor sera la variacion de la respuesta predicha por el modelo.

Analisis de QSAR de Flavonoides y derivados

Los flavonoides demostraron como se ha descripto anteriormente unirse de manera selectiva y afin al
mismo receptor que las BZD y en funcién de su sitio de unién y propiedades farmacolégicas en comun
(ansioliticas). Marder y colaboradores desarrollaron un analisis de QSAR por regresién, de parametros
que describen la interaccion de los flavonoides con el receptor GABA,, demostrando que la relevancia
del efecto electronico sobre la unién al receptor, mostrando que esté asociado con las carga negativa del
oxigeno del grupo carbonilo de los flavonoides y con la naturaleza de los sustituyentes en posicion 3°.%°

El resultado de su modelo fue el siguiente

LA = —20BE 147 - 1 + 180811 Zixg + ZE5T(H087 g + 1217411547 10+ 5366157 1)
f=37 r=083% 5=122 F=1528 (10]

Obtuvieron una ecuacion de QSAR que cuantifica

1) Elefecto electrénico que es derivado de célculos cuanticos a través de la diferencia de energia entre el
HOMO-LUMO (H-L). Donde el HOMO es la energia del ultimo orbital ocupado y LUMO la energia del
primer orbital no ocupado. La diferencia entre ellos se utiliza como un importante indice de estabilidad,
cuanto mas baja es esta diferencia mayor interaccion tendra la molécula con el receptor, producido
por el solapamiento de los orbitales moleculares entre el ligando y el receptor.

2) Carga negativa del oxigeno del grupo carbonilo, es un centro para la formacion de unién de tipo puente
hidrogeno, ya que su carga negativa le confiere propiedad atractora que va interaccionar con un grupo
dador de hidrogeno que se encuentra en el receptor.

3) Y el efecto lipofilico es notorio para el incremento de la actividad bioldgica, mostrando el requerimiento
de sustituyentes lipofilicos en posicién 6y 3.

4) Buenos valores de significacion por parte de los parametros estadisticos para la validacién del mode-
lo.
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3D-QSAR

Es uno de los métodos mas usados de QSAR entre las técnicas basadas en cajas y grillas, comparan-
do campos de energia potencial de una molécula o de una serie de moléculas y se analizan diferencias
y similaridades que pueden ser correlacionadas con propiedades similares y diferentes (bibliografia).
Mientras que CoMFA (Comparative Molecular Field Analysis) y otros métodos relacionados se pueden
usar para comparar una variedad de propiedades biolégicas y fisicoquimicas de un niumero determina-
do de moléculas, su aplicacion mas importante esta focalizado sobre la propiedades de union entre el
ligando-receptor.50:61. 62

El primer paso en la aproximacién de CoMFA consiste en la seleccién de un grupo de compuestos que
tienen un farmacoforo en comun para la generacién de una estructura tridimensional y su alineamiento.
Una vez que las moléculas son alineadas en una caja regular, representando una aproximacion del es-
pacio de la cavidad del sitio de unién, se establece alrededor de cada compuesto la grilla de puntos que
tiene una distancia arbitraria que se establece con un minimo de 2 A.

El receptor se considera como un bolsillo no flexible derivado de la grilla rigida como aproximacién
basica en el método de CoMFA.

Por cada molécula embebida en la grilla son calculados los campos de interacciéon de la molécula
en todos los puntos de la grilla entre la energia de interacciéon de un atomo trazador y los atomos del
ligando.

En el método original de CoMFA sdélo se calculan dos campos de interaccidon no covalentes: campos
estéricos, es una funcion potencial de Lennard-Jones y un campo electrostatico dado por una funcién de
la energia del potencial Coulombiano. Usualmente los dos campos son siempre separados para facilitar
las interpretaciones de los resultados finales.

Los campos estéricos y electrostaticos dan cuenta solamente de la contribucion entalpica que con-
tribuye a la energia libre de la unién, se pueden adicionar otros campos para estudiar la solvatacién y
propiedades entrdpicas.

Los campos entalpicos son todos los campos de interaccidon molecular que dan cuenta de la contribucién
entalpica a la energia libre de union ligando-receptor a través de los campos estéricos y electrostaticos.

La interaccion de campos estéricos es calculado a partir de la fuerza de interaccion de van der Waals.
Una de las maneras mas comunes de calcularlo es a través del potencial de Lennard-Jones, que es ca-
racterizado por un elevado incremento en la energia a cortas distancias de la superficie molecular.

Campos de interaccion estérica (Campos de interaccion de van der Waals)

Funcién potencial 6-12 de Lennard-Jones
A

WA
s

-
s (11)

=
A= Eg By '(Els-l_ﬁlrjlﬁ

=2 ,)8 5 -|:F;'5+E'r:|E

Otro de los campos entélpicos es la interaccién de campo electrostatico que calcula la energia de
interaccion electrostatica, da una idea de la distribucion del potencial electrostatico de la superficie mo-
lecular.

Campos interaccion electroestatica

Funcién de energia del potencial Coulombiano

ot qs i q

drgp 2, by

Los valores de energia que interaccion de cada punto de la grilla se los denomina descriptores CoMFA
y son recolectados en una matriz QSAR, donde las filas representan las moléculas y las columnas repre-
sentan los puntos de la grilla por cada campo considerado.

Una vez conformada la matriz QSAR se realiza usualmente analisis por regresién de minimos cuadra-
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dos parciales con la finalidad de correlacionar los descriptores CoMFA con la actividad biol6gica.

Finalmente lo que se obtiene es un mapa tridimensional de zonas de interaccion favorables o des-
favorables para la actividad biolégica de una serie de compuestos a través de los campos calculados
(Lennard-Jones y electrostaticos).

Modelo de CoMFA

-I:r" =i +iﬁiﬁiit}'ﬁz"€ﬂ';¢z =iibﬁl E (13)

J=1 e g red J=1h=1

Donde F es el numero de campos usados en el analisis, N,, N, y N, numeros de los puntos de la grilla
alo largo de los ejes X, Y'y Z. N, es el nimero total de los puntos de la grilla, E, ,,, es la energia poten-
cial de interaccién de i compuestos para j campo en las coordenada XY y Z. k es una representacion

vectorial de los puntos de la grilla.

Analisis por CoMFA de flavonoides y derivados

Posteriormente al analisis de QSAR desarrollado por Marder y colaboradores, Huang y colaboradores
llevaron a cabo el primer andlisis de 3D-QSAR sobre una serie de flavonoides con la finalidad de plasmar
un modelo de farmacoéforo, utilizando analisis por CoMFA.32

El analisis de QSAR por CoMFA, el cual es representado por un coeficiente de contorno en tres di-
mensiones mostrado en la (Figura 14).

El beneficio y el detrimento de las interacciones estéricas son visualizadas en contornos verdes y
amarillos, respectivamente, mientras que las interacciones electroestaticas favorables se visualizan en
contornos rojos y azules ilustrando regiones negativas y positivas.

Junto con la estructura caracteristica de los flavonoides, se muestran varias regiones importantes del
sitio de union.

Figura 14-

a)
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b)

Anidlisis de la contribucién estérica (Figura 14a):

e La gran region de contorno verde cerca de la posicion 6 sugiere que un sustituyente voluminoso en
esa posicién mejora significativamente la afinidad.

e El poliedro amarillo cerca de las posiciones 5y 7 del anillo aromatico B, indica que el incremento en
el volumen es desfavorable para la afinidad.

Anidlisis de la contribucién electroestatica (Figura 14b):

o El contorno azul cerca de la posicion 6 y 7 sugieren que un sustituyente de carga de negativa incre-
menta la actividad.

e Los poliedros rojos cerca de la posiciéon 3" indica que hay una baja densidad electronica o la capacidad
de un sustituyente como atractor de electrones en posicion 3°, jugando un rol favorable en la afinidad
de la unién.

La validacion mostré altos valores en los parametros estadisticos r y Q?, a fin de encontrar el mejor
modelo estadistico, cuyo resultado en este caso fueron los contornos tridimensionales.

Paralelamente al desarrollo de nuevos métodos de analisis de QSAR y 3D-QSAR, como CoMFA y
otros, también los descriptores moleculares evolucionaron llegando a un alto grado de sofisticacion a fin
de poder comprender lo que sucede a nivel tridimensional en una molécula y el ambiente que la rodea.
De esta manera la utilizacién de estos en el analisis de QSAR ha potenciado su poder predictivo en sus
modelos, compitiendo directamente con el 3D-QSAR. Entonces queda de manifiesto de esta manera que
los descriptores moleculares son de fundamental importancia junto con todos los métodos de analisis de
QSAR en el desarrollo de modelos predictivos.

Descriptores moleculares

Los descriptores moleculares juegan un papel fundamental en quimica, industria farmacéutica, leyes
de proteccién ambiental, y control de calidad.

Su forma estructural y una idea de organizacion real se trasforman en nimeros, permitiendo el tra-
tamiento matematico de la informacién quimica contenida en la molécula. Por lo tanto los descriptores
moleculares nos permiten encontrar, correlaciéon entre la estructura-actividad y realizar busquedas de
similaridad estructural o subestructural, etc.

Formalmente los descriptores moleculares son representaciones matematicas de una molécula obtenida
por un algoritmo especifico, aplicado a definir una representacién molecular o bien a un procedimiento
experimental especifico. En consecuencia los descriptores moleculares son el resultado final de una re-
presentacion loégica y matematica de procedimientos que transforman la informacion quimica codificando
la representacion simbdlica de una molécula que puede ser usado como un nimero o un resultado de
algun experimento estandarizado.

El uso de estos nos permiten interpretar las propiedades de las moléculas tomando parte importante
en el desarrollo de modelos predictivos.

Aunque si bien varios parametros de cuantificacion molecular tienen su origen en la quimica cuantica
y la teoria de grafos, el término “descriptor molecular” fué acuiado popularmente con el desarrollo de
modelos donde se correlacionaban estructura-propiedad. Los iniciadores en disefar los primeros de
descriptores moleculares fueron Platt y Wiener.®3 ¢4
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Por definicién los descriptores moleculares se dividen en dos grupos:

¢ Medidas experimentales:
Son parametros basados en medidas experimentales que representan a la molécula
Ejemplo; log P; Dipolo, Polarizacién, etc.

e Descriptores moleculares teéricos

Son derivados de representaciones simbdlicas de una molécula que se pueden clasificar acorde a los
diferentes tipos de estructuras moleculares.

La representacion molecular es el fendmeno real estructural, que se representa simbdlicamente por un
procedimiento formal-especifico y con reglas convencionales. La cuantificacién de la informacion quimica
se transfiere a la representacion simbdlica de una molécula que siempre depende de cuan factible sea
su representacion.

Los descriptores moleculares tedricos se van a dividir segun su representacion dimensional (en los
ejes X,Y,Z2):

0D-descriptores:

Es la representacion molecular mas simple, donde se lista los diferentes tipos de atomos de la molé-
cula, siendo independiente a todo lo concerniente a su configuracién molecular, un ejemplo es la formula
molecular.5® 6

1D-descriptores:

Se consideran aquellos que constituyan un listado de subestructuras dentro de la molécula y consiste
en listar los fragmentos de la molécula como, grupo funcionales o sustituyentes de interés presentes en
la molécula. Comunmente son usados en analisis y busqueda subestructural. Ello indica la falta de un
reconocimiento completo de la estructura de la molécula

2D-descriptores:

La representaciéon en dos dimensiones de una molécula esta basado en la conexién de los atomos
entre si. Definiendo la conectividad de atomos en la molécula en términos de la presencia y naturaleza
de las uniones quimicas. Esta aproximacion basada en la teoria de grafos que permitié la representacion
bidimensional de una molécula, usualmente se lo llama representacion topolégica.5” 68 6

3D-descriptores

La representacion tridimensional de una molécula se realiza a través del disefio de una entidad geomé-
trica rigida, y permite no solo una representacién de la naturaleza y conectividad de los atomos, sino
también la configuracidn o arreglo espacial total de la molécula. Esta representacion es conocida como
representacién geométrica. Ejemplos de descriptores tridimensionales tenemos, descriptores geométricos,
descriptores estéricos, descriptores de tamario y forma. 7" 72
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Objetivo

En funcién de los antecedentes anteriormente descriptos, el objetivo de este trabajo es desarrollar
un modelo de interaccioén disenado en base al analisis QSAR, orbitales moleculares, potencial electroes-
tatico molecular (MEP) y superposicion molecular, de flavonoides en el receptor BZDpinico del complejo
GABA,.

Materiales y Métodos

Alineacion de una serie de compuestos
La serie de 41 flavonoides, elegidos de la literatura®, se usaron para seleccionar posteriormente el
conjunto molecular a estudiar. Las estructuras quimicas de los flavonoides y sus afinidades al sitio BZD, re-

presentados por —log K,. , Se muestran en la Tabla 6. K,- es la constante de afinidad ligando-receptor.

Modelado molecular

El estudio de modelado molecular (calculos de mecanica molecular y semi-empiricos) se llevo a
cabo utilizando los programas Hyperchem 7.01® y ChemOffice 2005® 7™, corridos en una PC Pentium
IV 2,66 GHz, con un 1Gb de memoria RAM, y Sistema operativo Windows XP Profesional.

Se seleccion6 el método MM+ como campos de fuerza aplicados a célculos de mecanica molecular,
algoritmo que se aplica preliminarmente para optimizar geométricamente estructuras organicas de bajo
peso molecular. La minimizaciéon por MM+ proporciona buenos valores de geometrias de equilibrio y
energias estéricas relativas.

El método MM+ es una modificacion del MM de Burkert y Allinger de la década del 70, donde se han
parametrizado nuevamente las constantes para distancias interatdmicas, angulos de unién, angulos de
torsion, etc., evidenciando resultados mas exactos.

El préximo paso fue el refinamiento de las estructuras minimizadas por MM+, ( o las obtenidas por
analisis conformacional) aplicando el método semi-empirico AM1. Es un método mecanocuantico que
ofrece un calculo energético mas exacto y ofrece una serie de propiedades como la distribucion de carga,
dipolo y otras propiedades que pueden considerarse como descriptores moleculares de cada compuesto
estudiado que pueden incorporarse a estudios de QSAR. Los métodos semiempiricos calculan buenas
aproximaciones a la funcién de onda de la molécula descripta por la ecuacién de Schrédinger.” ajustando
mejor la distribucion de los electrones en el espacio. A diferencia del método MM+ que ajusta los nucleos
atomicos en el espacio.

El estudio conformacional se hizo por dinamica molecular, este método de busqueda comienza con
una conformacion que es un minimo, y entonces se asigna a cada atomo una serie de componentes de
velocidad v,, v, v,que son elegidos al alcanzar a partir de una distribucién de Maxwell a ana temperatura
elevada (normalmente 200 K o 1000 K) 75. La posicién y velocidad iniciales de cada atomo son, por tan-
to, conocidas. Entonces se aplica la segunda ley del movimiento de Newton a cada atomo, donde cada

componente de la fuerza sobre el atomo i se calcula como F,; = 0U/ox; donde U se obtiene a partir del
campo de fuerzas de la mecanica molecular. Se integra numéricamente la segunda ley de Newton para
obtener la posicion de cada atomo en los tiempos At, 2At, 3At,..., donde el intervalo de tiempo At es, habi-
tualmente, 10 s, y se pueden seguir los movimientos atémicos, habitualmente de 10° s. a intervalos de
tiempos iguales se muestrea las configuraciones generadas por los movimientos atémicos (normalmente
se toman 10°% a 10* configuraciones), y cada configuracion muestreada se somete a minimizacién de la
energia. La elevada temperatura usada permite a la molécula ascender por la barrera energia potencial
para alcanzar nuevas regiones de la SEP (Superficie de energia Potencial) que pueden contener minimos
de energia mas bajos que la regién actual.

Descriptores moleculares

Los descriptores moleculares son calculados para las moléculas después de obtener un conférmero
de baja energia y minimizado usando alguna de las técnicas estandar de optimizacién, como mecanica
molecular y métodos semi-empiricos. Los descriptores moleculares usados en este estudio fueron cal-
culados aplicando el programa DRAGON, la versién E-DRAGON gentilmente recomendado por el Dr.
Roberto Todeschini de la Universidad de Milano, Italia.™

El programa contiene un editor para la generacion de 1497 descriptores de diferentes tipos: 1D-des-
criptores (constitucionales), 2D-descriptores (topoldgicos), 3D-descriptores (espaciales).” A esta serie de
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descriptores se le suman los descriptores tedricos (mecano-cuanticos), como momento dipolar, HOMO,
LUMO, diferencia de energia HOMO-LUMO, tensor de polarizabilidad, etc, que son obtenidos para cada
compuesto después del proceder a la optimizacion geométrica.

Descriptores usados
A continuacién se muestran las ecuaciones de los descriptores utilizados en este estudio.

o TPSA (total polar surface area): es la suma de las areas de accesibilidad al solvente de &tomos en
barras de valor absoluto, para valores mayores o iguales que 0,2. Este descriptor fue propuesto para
describir zonas polares de las moléculas que interactuan con sitios dadores de hidrogeno.

TPSA- 3 Sh, 7oy 20,2 (14)

SA= areas de accesibilidad al solvente
a= atomo

¢ Dip X =es la componente x del vector momento dipolar, se lo utiliza para observar el comportamiento
del dipolo en un solo eje, para obtener una descripciéon mas simple del momento dipolar.”

FK_Z{.;,E.M (15)
p.= componente x del momento dipolar; g, . x, = carga descripta en el eje x

e Cuadrupolos (Qxxm, Qzzp) = es similar al momento dipolar, pero representa la molécula con nueve
componentes, formando un tensor de segundo grado (matriz tensorial). Se lo utiliza para estudiar la
distribucion de cargas en el espacio, y su geometria.

)
1
Qm g 2000 (16)
=
Q = momento cuadrupolar

o ClogP: es el logaritmo del coeficiente de particion octanol/agua, calculado por computadora; es un
parametro fisico-quimico que cuantifica la lipofilicidad de un conformero.5’

3 (17)
In:-g.':'lzﬁ-n:-.'ecu.'ajl- logs, + Z“—?ﬁ
S

[
logP,, = lipofilicidad de la molécula sin sustituir, ZIM = es la suma de lipofilicidad del sustituyente,
que se encuentran en la molécula. =1

e Pzz: es un componente (gradiente) del tensor de polarizabilidad, para describir la distorsion de las
nubes electrénicas cuando se aplica un campo eléctrico. Se lo utiliza para observar cambios sobre la
molécula, cuando interacciona de manera electroestatica.”™

P Py FPrz
Ao |[Pi= Pyy Pyz

Pze FPzy FPzz (18)

e El cdédigo RDF, es un descriptor molecular basado en la funcién distribucion radial de un ensamble de
atomos que puede ser interpretado como una distribucion de probabilidad de encontrar un atomo en
un volumen esférico de radio R variable, cuyo centro coincide con el centro de masa de la molécula
y su radio maximo se adapta de acuerdo a la molécula en cuestion.™

o7 =1 3 Ny, 2 FEF (19)

[
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g(R) = es el cédigo RDF de radio variable; f = factor de escalamiento; w = propiedades de los dtomos
deiyj; r,=a la distancia interatomica entre i y j atomos; 3 = distribucion de probabilidad de encontrar
un atomo.

Métodos estadisticos

La eleccion preliminar de modelos, fue realizada 1) por la seleccién de descriptores moleculares por
el método de algoritmos genéticos (GA) explicado en la Introduccién 2) para el posterior analisis por
regresion lineal multivariante (MLR) implementando el programa BuildQSAR, programa no interactivo,
que consta de una planilla de célculo donde se vuelcan encolumnados moléculas y propiedades para la
aproximacion de la relacion estructura — actividad cuantitativa.™

Como se menciond anteriormente en la introduccion, los parametros de validacién que permiten se-
leccionar los modelos con las siguientes caracteristicas: altos valores en el coeficiente de correlacion r

y baja desviacioén estandar S .

Ambos estadisticos predicen la correlacion del efecto bioldgico con las propiedades medidas con los
programas descriptos previamente, pero el poder de prediccidén del modelo lo indica el estadistico Q? que
valida internamente la predictibilidad del modelo usado.

Tabla 6 - Estructura quimica de los flavonoides usados en este estudio y sus constantes de afinidad al sitio BZDpinico (-log Ki,
Ki en nM)

Compuestos R, R, R, R, R, R, R, -log Ki
1 -H -H -H -H -H -H -H 6.00
2 -H -F -H -H -H -OH -H 5.60
3 -H -Cl -H -H -H -OH -H 6.07
4 -H -Br -H -H -H -OH -H 6.22
5 -H -F -H -H -H -NO, -H 6.74
6 -H -Cl -H -H -H -NO, -H 8.10
7 -H -Cl -H -H -H -H -OCH, | 5.90
8 -H -Br -H -H -H -H -OCH, | 5.68
9 -H -Br -H -H -NO, -H -H 6.68
10 -H -NO, -H -H -H -H -Br 7.60
11 -H -Cl -H -H -F -H -H 6.38
12 -H -Br -H -H -F -H -H 6.42
13 -H -H -H -H -H -F -H 5.45
14 -H -F -H -H -H -F -H 6.04
15 -H -Cl -H -H -H -F -H 6.93
16 -H -Br -H -H -H -F -H 7.38
17 -H -H -H -H -H -H -F 5.44
18 -H -F -H -H -H -H -F 5.60
19 -H -Cl -H -H -H -H -F 6.74

20 -H -Br -H -H -H -H -F 6.94
21 -H -H -H -H -H -Cl -H 6.21
22 -H -F -H -H -H -Cl -H 6.70
23 -H -Cl -H -H -H -Cl -H 7.64
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24 -H -Br -H -H -H -Cl -H 7.77

25 -H -H -H -H -H -Br -H 6.38

26 -H -F -H -H -H -Br -H 6.63

27 -H -Cl -H -H -H -Br -H 7.64

28 -H -Br -H -H -H -Br -H 7.72

29 -H -Br -H -H -H -H -H 7.15

30 -H -Br -H -H -H -H -NO, 6.70

31 -H -NO, -H -H -H -NO, -H 7.92

32 -H -Br -H -H -H -NO, -H 9.00

33 -OH -Br -OH -Br -H -H -H 6.15

34 -OH -H -OH -H -H -H -H 5.52

35 -OH -H -OH -H -H -H -OH 5.52

36 -OH -H -OH -H -Cl -H -H 5.10

37 -OH -H -OH -H -F -H -H 5.10

38 -OH -OCH, -OH -H -H -H -OH 6.00
baicaleina -OH -OH -OH -H -H -H -H 5.25
Scutellareina -OH -OH -OH -H -H -H -OH 4.92
Wogonina -OH -H -OH -OCH, -H -H -H 5.69

Resultados y Discusion

Como se descrito en la introduccion, los trabajos de Paladini y col. basados en publicaciones ante-
riores, demostraron que ciertos flavonoides naturales como la 5,7 — dihidroxiflavona y otros analogos se
unian de manera selectiva y presentaban afinidad por el receptor GABA, y en funcion de su sitio de union
exhibian interesantes propiedades ansioliticas en comun con las BZD, sin presentar relajacion muscular
ni hipnosis. Este hallazgo impulsé la sintesis de numerosos analogos a partir de compuestos naturales
con el objeto de obtener drogas mas potentes y seguras.?®%

Se Desarrollo un estudio QSAR a flavonoides con accion ansiolitica, de esta manera se aplico a una
serie de 41 flavonoides (ver materiales y métodos TABLA 6), con sus respectivos Ki, realizando calculos
de descriptores moleculares, evaluacion del volumen y forma molecular, caracter electronico-electrostatico
y la posicion especifica de los sustituyentes en el flavonoides para predecir un incremento en el valor de
la actividad farmacoldgica (-logKi).

Estas propiedades nos permitirian proponer un farmacoéforo 3D de flavonoides en el sitio benzodia-
zepinico del receptor GABA,, basandonos conforme a las propiedades seleccionadas por el programa
BuildQSAR (modelos) que se muestran y los resultados estadisticos con el objeto de obtener un probable
modelo de interaccion sobre el cual interactuen ambos grupos de drogas.

Para llevar a cabo este estudio se contd con los programas mencionados en Materiales y Métodos,
planificando los pasos sucesivos que se describen a continuacion:

. 2. Estudio de OM's 3. Superposicion
1 Analisis QSAR y MEP Molecular por MM+

¥

4. Modelo
Interaccion

Figura 15- Esquema de trabajo
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1) Analisis de QSAR basado en descriptores de moleculares.

2) Estudio de las caracteristicas de los orbitales moleculares y MEP (potencial electroestatico molecular)
de los flavonoides y BZD.

3) Superposicion molecular de flavonoides y BZD por mecanica molecular.

4) Modelos de interaccion.

1) Andlisis QSAR

Las estructuras de flavonoides se construyeron con el hyperchem V. 7.0 y el ChemOffice V. 9.0 eligiendo
los conférmeros de menor energia. Se refinaron por métodos semiempiricos como el AM1 (Austin Model
1) y posteriormente por dindmica molecular.

Este estudio se llevé a cabo con grupo de flavonoides (ver materiales y métodos TABLA 6), a su vez
el programa seleccioné analitica y estadisticamente qué descriptores moleculares ajustaban mejor las
ecuaciones de relacion estructura — actividad cuantitativa, para mayor simplicidad se dividieron los mo-
delos en 2 grupos, acorde a la naturaleza de los descriptores involucrados:

e Grupo A: contiene descriptores fisico-quimicos y descriptores geométricos (3D) de carga, generados
por los programas DRAGON y Hyperchem.
e Grupo B: contiene descriptores 3D conformacionales, generados por el programa DRAGON.

e Grupo A

Analizando una tabla de 41 flavonoides y obteniendo resultados anélogos con 21 de ellos, se opté en
principio por la tabla de 21 flavonoides como una muestra representativa, asi se seleccionaron por GA 39
descriptores moleculares fisico-quimicos, geométricos 3D (ver Anexo Tabla 7) de los 1497 descriptores
moleculares, para realizar el posterior analisis por MLR. También se muestran las Tablas 9a de modelos
en el anexo, donde se seleccionaron los modelos a y .

Los flavonoides demostraron, como se ha descripto en la Introduccién, unirse de manera selectiva y
afin al mismo receptor de las BZD's.

En el andlisis QSAR de propiedades fisico-quimicas y descriptores de carga 3D, que describen la
interaccion de los flavonoides con el receptor GABA,, mostro que la mayor contribucién es de tipo elec-
troestatica sobre la union al receptor (modelos a y B), que esta asociada directamente a la formacion
de puente hidrogeno (modelo a, ecuacion (20)) entre sitios dadores del receptor y las cargas parciales
negativas de los oxigeno pertenecientes al heterociclo en posicién 1 y al del grupo carbonilo en posicion
4. Indicado por el descriptor molecular TPSA (area total polar).

La contribucion electroestatica no esta dada solamente por los enlaces hidrogeno, si no que también
hay otros centros de cargas en los flavonoides que aumentan la interaccién con el sitio benzodiazepini-
€O, que se encuentran en las posiciones 6 y 3" ademas de los oxigenos en posicién 1y 4, expresados
por los descriptores de carga 3D, Dip X (componente en el eje X del momento dipolar), Qxx 'y szp son
gradientes del tensor del momento cuadrupolar (ver materiales y métodos).

Estos descriptores seleccionados por el programa BuildQSAR (ver materiales y métodos), calculé el
siguiente modelo:

Modelo a

¥ = —logii = -003216(H0 0063 7RS4 + 066707 (H0,1367 81060 - 0.01138(10,0075d)Ghex . +
+ 001835+ 000549 Qzz , + 499192(* 1501752)

=210 = 08625 = 0344 F = 4957457 - 0874, SPRESS - 0448 (0]
TPSA Dip X QXXm QzzZp
TPSA 0,126 0,087 0,105
Dip X 1 0,009 0,054
QXXm 1 0,01
Qzzp 1

Por otra parte la matriz de correlacion de la tabla 10 muestra la ortogonalidad de las variables seleccio-
nadas indicando independencia de influencia entre ellas, y alto poder predictivo dado por los parametros

TABLA 10 — matriz de correlacion modelo a

estadisticos, mas especificamente por el coeficiente de validacién cruza Q2.
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La grafica del modelo a muestra (Grafico 3) actividad tedrica versus la actividad medida experimen-
talente (-log Ki). La actividad bioldgica se incrementa sumado a las uniones de hidrégeno, cuando se
introducen sustituyentes holagenados en posicidn 6, y un grupo atractor de electrones como el nitro en
posicion 3°, como se observa el compuestos 32, que es el de mayor actividad. Esto es lo predicho por
los descriptores de carga 3D.
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Grafico - 3 - modelo a Actividad predecida vs. Actividad experimental

Como se ve en la curva de regresién alrededor de la cual se representan, con baja dispersion, la pre-
diccion de los valores de las propiedades medidas o calculadas por la ecuacién del modelo a.

Por otra parte en el modelo B (ecuacion (21)), el descriptor molecular TPSA, se reemplaza por el ClogP
(logP computacional) y el descriptor Qxx  por el Pzz (gradiente polarizabilidad).

Modelo

¥ =—logti = +019342( 0357 52)C logF - 0102300 0,04758P 2z + 0.51012(+ 0,14707|0¢0% +
+ 0018640+ 0,00743 Qzz, + 6541300t 2583035

7 =2 = 09585 = 0363F = 44361, GF = 0839, SARE S 5= 0507

(21)

CLogP Pzz Dip X QzZZp
CLogP 0,474 0,008 0,009
Pzz 1 0,064 0,186
Dip X 1 0,054
QZZp 1

Tabla 11 — matriz de correlacién modelo B

Por otra parte la matriz de correlacion (Tabla 11) muestra también la ortogonalidad de las variables y
su alto poder predictivo dado por el coeficiente de validacién cruza Q2.

El logP no es una determinacion estatica, si no que es una sumatoria algebraica del logP de cada
isobmero conformacional formado por la vibracién intrinseca de la molécula. Cada isémero conformacio-
nal, posee un logP que depende de la exposiciéon de sus grupos hidrofilicos o hidrofobicos en la biofase,
mostrando el incremento de la afinidad, con sustituyentes halogenados en posiciéon 6 y menor grado en
posicion 3°.
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El Pzz o el componente de polarizabilidad del tensor es un descriptor electronico al igual que el Qxx
indicando como se distorsiona la distribucion de carga sobre los flavonoides.
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Grafico - 4 - modelo B Actividad predecida vs. Actividad experimental

La gréfica del modelo B (Grafico 4) tiene poder predictivo menor, pero ademas de la contribucion elec-
troestatica en la interaccion con el receptor, también muestra que hay contribucién de tipo hidrofébica,
que comprueba el aumento de la afinidad, como se menciona anteriormente.

En consecuencia ambos modelos a y B ajustan con un alto poder predictivo expresado por el valor de
Q? (coeficiente de validacion cruzada) y una alta correlacién de las variables con la actividad bioldgica,
indicado por r (coeficiente de correlacion).

e Grupo B

Se planted un andlisis estructural tomando 40 flavonoides (ver Anexo, TABLA 8). Se utiliz6 como des-
criptor 3D conformacional el codigo RDF. Asi se seleccionaron, 26 descriptores conformacionales (los
cédigos RDFe), de los 1497 descriptores moleculares, para realizar el posterior analisis por MLR. También
se muestra la Tablas 9b de modelos (en anexo), donde se selecciond el modelo vy.

El codigo RDF, es un descriptor molecular basado en la funcién distribucién radial de un ensamble
de atomos que puede ser interpretado como una distribucion de probabilidad de encontrar un atomo en
un volumen esférico de radio R variable, cuyo centro coincide con el centro de masa de la molécula y su
radio maximo se adapta de acuerdo a la molécula en cuestion.’

RDF de electronegatividad (RDFe), es la funcion de distribucion radial en funcién de la electronega-
tividad de Sanderson, indica el requerimiento minimo estructural (ver introduccion, figura 7) para que se
exprese actividad biolégica, conforme a la unién quimica correspondiente a lo contrastado con el farma-
coforo refinado de Cook.™'®

El modelo y (ecuacién (22)) cuantifica el requerimiento minimo estructural para que halla actividad
farmacoldgica. La ecuacion tiene buen poder predictivo dado por el Q2 y una buena correlacion de ajuste
r entre las variables y la constante de afinidad (Ki).

Modelo y

¥ = - log i = ~0572031 016325 A0F % - 01572 (2 0021081R0F 450 + 013266 [ 00596IR0F Gle
+025740(£0,14708R0F 1+ + 028206+ 012014R0F 122 - 020020(+ 1114723

7= = 0802 5 0435, F = 30653; GF = 0728, SPRESS=0529 [22)

40



Tesinas Disefio de un Modelo de Interaccion de Benzodiazepinas y Flavonoides...

RDF1e | RDF4,5¢ | RDF6e | RDF11e | RDF12e
RDF1e 1 0.378 0.018 0.086 0.078
RDF4,5¢e 1 0.021 0.057 0.092
RDF6e 1 0.001 0.017
RDF11e 1 0.116
RDF12e 1

Tabla 12 - matriz de correlacion modelo y

Por otra parte la matriz de correlacion (Tabla 12) muestra también la ortogonalidad de las variables y
su alto poder predictivo dado por el coeficiente de validacién cruza Q2.

canal

Figura 16 - Farmacoforo 3D; las esferas se ven como circulos para mayor entendimiento

La ecuacion describe una esfera de un radio que oscila desde 1 A a 12 A (ver figura 16), cuyo circulo
de 1 A de radio, descripto por el parametro RDF 1e, abarca el oxigeno en posicion 1 del puente éter del
cromano que coincide con un sitio dador-aceptor de hidrogeno o enlace de hidrogeno.

El circulo siguiente de 4,5 A, descripto por el parametro RDF4,5e, engloba atomos tanto del anillo
oxigenado como la unién del anillo B.

El siguiente circulo de 6 A, descripto por el parametro RDF6,0e, encierra el oxigeno del grupo car-
bonilo en posicidon 4 como importante para formar enlace de hidrogeno, segun el modelo refinado de
Cook.1818

El anillo de 11 A; descripto por el parametro RDF 11e, encierra casi la totalidad de la molécula en parti-
cular el Cl, Br, NO, en posiciones 6, 3', correspondiendo el Cl o Br al bosillo lipofilico L2 y el NO, en 3", no
tiene descripcion en la literatura, pero por su alta densidad electrénica debido a su o elevado (constante
electrénica de Hammett) podria indicar una zona de aminoécidos con nitrégenos cargados positivamente,
como la lisina, arginina o histidina, que sugeririan la explicacién del cuadrupolo como descriptor prepon-
derante en las ecuaciones de QSAR (modelos a y B). La suposicion es que el NO, no formaria una unién
covalente sino de tipo dipolo, dipolo inducido o uniones TT-1T con aminodacidos aromaticos (Zona LDi).

El sitio LDi indica una zona hidrofébica o lipofilica indicando un probable anillo aromatico cercano al
anillo B del flavonoide.

La clase de unién quimica entre el anillo B y el sitio LDi es discutible porque siendo el NO, un fuerte
atractor de electrones, desactivaria al anillo B y podria sin confirmar una unién quimica similar a la de
transferencia de carga que se da entre anillos aromaticos, donde una de ellos tiene los electrones 1T des-
localizados por un fuerte grupo atractor de electrones como sustituyente. Esto empobrece la densidad

41



Tesinas Disefio de un Modelo de Interaccion de Benzodiazepinas y Flavonoides...

electronica favoreciendo la unién a través de electrones compartidos con otros anillos aromaticos ricos
en electrones.

La suposicion de un posible dipolo del NO, solamente es explicable si la contraparte corresponde a un
sitio con densidad de carga positiva; pero no explicaria uniones hidrofébicas por su caracter polar.

Finalmente el circulo de 12 A, descripto por el parametro RDF12e, encierra totalmente a la molécula,
es la frontera del farmacoéforo 3D que delimita las interacciones no requeridas con los sitios S1,52;S3,54
y S5 que son zonas repulsion estérica del modelo refinado de Cook, que hacen decrecer la actividad
biolégica.

Los sitios de repulsion estérica interaccionan con sustituyentes en posicion 5, 8, 4" como Cl, Br, OCH,,
demostrado que no debe haber grupos voluminosos, que afectan la afinidad al sitio de unién.

2) Caracteristicas de los orbitales moleculares y MEP (potencial electroestatico molecular) de
los flavonoides y BZD

Seguido al analisis QSAR se verifico de acuerdo a Huang y colaboradores (Figura 17 a y b), que el
6-bromo-3"-nitroflavona (compuesto 32) de mayor afinidad con un sustituyente NO, en 3" produciria un
desplazamiento orbitales moleculares del HOMO (es la energia del ultimo orbital ocupado), correspon-
diendo en términos quimicos al potencial de ionizacion, al anillo B indicando una posible unién 1r-1T 0
hidrofébica. Esto se lo compara con los orbitales moleculares de la flavona (compuesto 1) HOMO donde
no se observa desplazamiento alguno, esta aseveracién podria explicar la interaccion con la zona LDi
del modelo refinado de Cook, visto anteriormente en el analisis del modelo y con el descriptor molecular
(RDF 11e) que describe el anillo de 11 A de radio.

Figura 17- OM de 6-bromo-3 -nitroflavona y la Flavona: a) HOMO del 6-bromo-3’-nitroflavona; b) HOMO de la flavona
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Posteriormente se analizd el MEP (potencial electroestatico molecular) indicando la distribucion de
cargas en la molécula fortaleciendo las variables de carga que se seleccionaron en modelos de QSAR
(modelo a 'y B).

En la figura 18 a, b de los compuestos 32 y 1 se representan los potenciales electroestaticos por un
coeficiente de contorno en tres dimensiones, mostrando la densidad de carga positiva en rojo y la den-
sidad de carga negativa en azul.

Anadlisis de los MEP de los compuestos 1 y 32 mostrados en la figura, utilizando los sitios del
modelo refinado de Cook 8%";

Figura 18 — MEP Y de Flavonoides

a) MEP B-brormo-"3-nitroflavona b) MWER flavona
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La presencia del grupo nitro en 3" en el compuesto 32 produce una gran zona densidad de carga ne-
gativa (Azul) por su propiedades atractoras de electrones, produciendo una disminucién de la densidad
de carga negativa sobre el anillo B, donde se encuentra este como sustituyente. Comparandolo con la
flavona, la densidad de carga sobre su anillo se encuentra intacto. Este efecto inductivo producido por
el grupo nitro en 3’, verificaria la especulacion sobre el empobrecimiento de electrones 1 del anillo B
produciendo una unién de transferencia de carga con aminoéacidos aromaticos con la zona LDi (ver figura
16); como se indico anteriormente en el analisis QSAR (modelo ¢). Por otra parte se puede observar en
los compuestos 1y 32 un contorno azul sobre los oxigenos en posicion 1y 4 del puente éter y del grupo
carbonilo respectivamente, mostrando que son centros para la formacién de enlaces de hidrogeno, ya
que son zonas cargadas negativamente y van interaccionar con sitios dadores de hidrogeno, como se
describié en el modelo refinado de Cook y verificando la importancia del descriptor molecular TPSA se-
leccionado en el modelo a, de las ecuaciones de QSAR.

El Br en posicion 6, se encuentra en una zona de densidad de carga positiva (contorno rojo), eso
no significa que tenga esa carga, sino que su interaccion sobre el sitio L2 (modelo Cook) es netamente
lipofilico (caracter entrépico) y no de interaccion hidrofébicas.

Las zonas azules de los anillos A de 1 y 32 tienen un comportamiento similar, mostrando que la den-
sidad de carga negativa interactua con la zona L1. Asi se comprueba que las diferencias importantes
para en el incremento de la afinidad se encuentran en la interaccién con el sitio LDi y el bolsillo L2, dado
por los sustituyentes.

3) Superposicion molecular de flavonoides y BZD por mecanica molecular

Después de verificar por MEP las diferencias mas importantes para el incremento de la afinidad al
receptor GABAA entre flavonoides, se procedié a la superposicién (Figura 19) realizada en el programa
Chemoffice entre el 6-bromo-3-nitroflavona y el Diazepam (BZD), utilizando conformeros de baja energia
por dindmica molecular.”™

Siendo asi se llevé a cabo la superposicién que se ajusté por mecanica molecular cuyo RMS tiene
un valor 0,033165 A, siendo RMS la raiz cuadrada del promedio de las distancias de acoplamiento, que
indica la acercamiento o alejamiento entre los atomos superpuestos.

Este valor minimo de RMS indica que ciertas moléculas se orientan de la misma manera en el farma-
céforo 3D. El flavonoide interactua con el sitio LDi mientras que el plegamiento del anillo B en la benzodia-
zepina, lejos del sitio LDi explicaria las diferencias de la accion farmacolégica como agonista parcial.

C anila del G-bromo: 3 nitroflavana
&
E arllo del Diazepam

(=) h sk T

Sitio Hipadailes

Figura 19 — superposicion de 6-bromo-3 -nitroflavona y el Diazepam, sobre modelo refinado Cook

4) Modelos de interaccion
De acuerdo a la distribucion de carga, los oxigenos en posicién 1 y 4, del puente éter y del grupo
carbonilo, interactian con dos sitios opuestos que forman enlaces de hidrégeno.
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El halégeno en posicién 6 interactuaria con zonas hidrofébicas (L1, L2), donde contribuye también los
anillos A tanto de la cromona (del flavonoide) como de la benzodiazepina.

Los grupos carbonilos de ambos compuestos presentan la misma orientacién hacia uno de los sitios
de unién hidrégeno.

En el caso de las benzodiazepinas el fenilo C se posiciona alejado del sitio LDI por el plegamiento
que presenta el anillo 1,4-diazepinico, mientras que el fenilo B de la flavona, si se posiciona sobre el sitio
LDI, explicando la diferencia de accion. Esta descripcion se encuentra en diferentes trabajos en forma
similar.

En este estudio se propone un modelo 3D donde el halégeno por su elevado radio atémico ocupa un
volumen en forma de semiesfera, al igual que la orientaciéon de ambos carbonilos.

La dificultad se presenta para explicar la mejor afinidad por la presencia del grupo nitro en 3’, sugi-
riendo un sub-bolsillo que acomode el grupo nitro interactuando con aminoacidos de tipo aromaticos o
con densidad de cargas positivas; faltando estudiar si este aumento se correlaciona con un incremento

de la actividad farmacoldgica.

—_—

" C anillo del B-bromo-3-nitroflavona

B anillo del Diazepam

-Modelo Interaccian

Sitio Hip otético
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Conclusiones

Los trabajos descriptos en la literatura describen el probable farmacéforo de flavonoides dentro del
receptor BZDpinico y aproximan una probable estructura tridimensional.

El presente estudio sugiere una estructura tridimensional del farmacéforo (figura 20) de flavonoides
desde una optica diferente. Los resultados de los calculos de QSAR indican descripciones tridimensio-
nales, dado por los parametros ClogP, TPSA, RDF, Qzzp, que definen la distribucion de los atomos en el
espacio del entorno del receptor. Como lo describe el descriptor RDF y ClogP, mientras que los Qzzp o
Qxxm indican la formacién de mas de un probable dipolo.

La zona lipofilica que engloban los halégenos en posicion 6 de los flavonoides o en la posiciéon 7 de las
BZDs como asi también los grupos metilos de ciertos derivados, adoptaria la forma de una semiesfera.

Ambos grupos carbonilos, en posicién 2 y 4 de BZDs y flavonoides respectivamente, interactuarian
con el sitio H1 del modelo refinado de Cook. ¥

La forma molecular es la propiedad que mejor define la estructura tridimensional del receptor debido a
que las BZDs presentan un plegamiento en su anillo 1,4-diazepinico adquiriendo forma angular, mientras
que la forma de los flavonoides es extendida pudiendo sugerir subsitios distintos que a su vez indican la
accion de agonista parcial de los flavonoides.

Esta diferencia explicaria la actividad ansiolitica de los flavonoides sin relajacion muscular ni hipnosis,
diferenciandose asi de las BZDs, ya que el anillo B de los flavonoides interactuaria en el sitio LDI, en el
cual no interactua el anillo C de las BZDs.

El grupo nitro en posicion 3’ del anillo B de flavonoides aumenta notablemente el —logKi, no se halla
analizado en la literatura, mientras que en este estudio el analisis QSAR propondria una interaccion
hidrofébica con aminoéacidos hidrofébicos o con carga positiva como lisina o arginina dada su densidad
de carga negativa.

El enfoque final de este estudio sera el analisis de docking de flavonoides en la interfase de las subuni-
dades alfa1 y gammaz2 del receptor GABA, y demostrar si el aumento de la afinidad de unién en derivados
con grupos NO, en posicion 3', se correlacionan con actividades farmacoldgicas similares a las BZDs.
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Anexo
Compuestos | Y = -logKi | ClogP | AlogP |MlogP | TPSA |AMR |Hy :\?MO :;\L/JMO H-L ev
F21 6.21| 2.84| 3.801| 3.666| 30.21|71.851| -0.818| -9.3849| -1.0087| 8.3762
F22 6.7| 2.98| 4.006| 4.056| 30.21|72.068| -0.776| -9.4123| -1.1512| 8.2611
F23 7.64| 3.35| 4.465| 4.177| 30.21|76.656| -0.776| -9.4184| -1.1309| 8.2875
F24 7.77] 3.63| 4.549| 4.296| 30.21|79.474| -0.776| -9.4609| -1.1472| 8.3137
F25 6.38| 3.11| 3.885| 3.788| 30.21| 74.669| -0.818 -9.396| -1.0238| 8.3722
F26 6.63| 3.25| 4.09| 4177| 30.21|74.886| -0.776| -9.4219| -1.1651| 8.2568
F27 7.64| 3.63| 4.549| 4.296| 30.21|79.474| -0.776| -9.4274| -1.1447| 8.2827
F28 7.72 3.9| 4.633| 4.415| 30.21|82.292| -0.776| -9.4702| -1.1607| 8.3095
F29 7.15| 3.11| 3.885| 3.788| 30.21|74.669| -0.818| -9.3668| -0.9946| 8.3722
F30 6.7| 3.06| 3.923| 3.723| 76.03|80.976| -0.704| -9.7293| -1.8702| 7.8591
F31 7.92| 223| 3.212| 3.17| 121.85]79.661| -0.643 | -10.2442| -1.8485| 8.3957
F32 9| 3.06| 3.923| 3.723| 76.03| 80.976| -0.704| -9.6553| -1.6009| 8.0544
F33 6.15| 3.33| 4.099| 2.771 70.67| 85.68| 0.378 -9.317| -0.9648| 8.3522
F34 5.52| 1.75| 2.602| 2.041 70.67| 70.435| 0.341| -9.1942| -0.7508| 8.4434
F35 5.52| 1.46| 2.334| 1.253 90.9]| 72.129| 1.103| -9.0122| -0.7505| 8.2617
F36 51| 2.27| 3.266| 2.29| 70.67|75.239| 0.361| -9.1972| -0.9122 8.285
F37 51| 1.89| 2.807| 2.166| 70.67|70.651| 0.361| -9.1903| -0.9088| 8.2815
F38 6| 1.21] 2.318| 0.731| 100.13| 78.592| 1.069| -9.0383| -0.7923 8.246
F39 5.25| 1.46| 2.334| 1.253 90.9]| 72.129| 1.103| -9.2452| -0.8233| 8.4219
F40 492| 1.18]| 2.067| 0.481| 111.13| 73.823| 1.921 -9.143| -0.7288| 8.4142
F41 5.69 1.5| 2.585| 1.502 79.9| 76.898| 0.331| -9.0409| -0.7543| 8.2866
Tabla 7
. . . . Energia de
fH/Lev. |Pzy Pzz Det P ASP Dipolo D |Dip X |DipY Dip Z Unién Keal/mol
9.304| 49.8039| 42.6107 154.9704 0.5 2.264| -1.806 1.199| 0.649 -3180.063
8.1761| 52.1982| 43.3415 156.9959 0.55 3.465| -1.514| 2.946| 1.016 -3190.644
8.3282| 56.7647| 44.6546 163.2496 0.6 3.144| -1.545| 2.572| 0.939 -3163.155
8.2469| 59.1303| 45.6128 166.4498 0.7 3.251| -1.483| 2.725| 0.973 -3149.115
9.1776 | 54.2137| 46.3081 156.9613 0.56 2.148| -1.708 1.139| 0.637 -3165.861
8.0868 | 56.6154| 47.0379 159.9941 0.57 3.369| -1.401 2.877| 1.052 -3176.436
8.2357 | 61.4402| 48.497 166.2539 0.59 3.042| -1.433| 2.504| 0.967 -3148.946
8.159| 64.0248| 49.5855 169.4525 0.65 3.151| -1.377| 2.652| 1.001 -3134.905
9.4177| 60.2267| 47.0119 158.79 0.77 4.502| -2.526| 3.409| 1.504 -3165.864
5.2023| 70.9662| 53.527 178.7089 0.81 3.237| -2.396| -2.396| -0.187 -3340.332
5.5419| 71.6677| 59.601 181.7303 0.62 5.581| 2.672| 4.847| 0.711 -3545.884
6.0312| 71.5061| 57.4605 175.1492 0.7 1.977| 1.826| 0.704| -0.28 -3340.519
9.6569| 73.0459| 61.5429 178.2022 0.48 1.759| -145| 0.764| 0.638 -3330.596
12.2459| 60.6687 | 54.8218 157.6592 0.49 2.796| -2.685| -0.029| 0.776 -3400.862
12.0083| 67.9263| 57.7166 166.0816 0.56 1.661| -1.585| -0.095| 0.487 -3505.048
10.0824 | 61.0885| 56.4062 164.2503 0.39 1.915| -1.774 0.311| 0.652 -3376.879
10.1126| 61.8311 56.174 159.7909 0.45 1.92| -1.658| 0.657 0.71 -3409.788
11.4077 | 65.2052| 64.4019 181.836 0.62 2.011 -1.81 0.66| -0.602 -3877.334
11.2294 | 54.0829| 54.2058 162.8913 0.54 2.946| -2.279| 0.604| 1.766 -3503.393
12.5453| 60.4573| 70.2025 170.0639 0.6 2.467| -0.814| 0.286| 2.311 -3607.8
11.9858 | 56.2738| 58.1186 173.1593 0.44 3.051| -2.615| -0.736| 1.388 -3767.753
Tabla 7
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AH Kcal/ DISPm [ QXXm [ QYYm [ QZZm | DISPv | QXXv QYYv

mol SPP RPCG |PCWTe [1612] 1[1613] [[1614] |[1615] [[1616] |[1617] [1618]
0.313| 0.616| 0.162| 13.888| 11.056| 62.657 | 217.426| 249.358| 5.258| 46.262| 204.284
-43.48| 0.608| 0.166| 13.657| 5.795| 62.781| 268.797| 300.67| 4.479| 46.277| 209.038
-5.891| 0.609| 0.171| 13.211 7.84| 62.846| 328.719| 360.484 | 4.759| 46.317 | 233.635
5.899| 0.609| 0.164| 13.925| 20.165| 63.171| 483.406 | 514.953| 7.009| 46.347 | 250.988
12.265| 0.616| 0.157| 14.202| 25.631| 101.182| 300.894 | 345.868 | 9.005| 50.828 | 213.479
-31.522| 0.608| 0.16]| 13.954| 19.286| 101.264 | 352.638 | 397.561 | 8.221 50.839 | 218.272
6.068| 0.609| 0.165| 13.537| 13.511| 101.27 | 413.075| 457.914 5.79| 50.873 | 242.932
17.859| 0.609| 0.158| 14.253| 14.769| 101.56 | 568.031| 612.707| 7.085| 50.898 | 260.312
12.262| 0.612]| 0.156| 14.549| 28.873| 37.194| 420.456 | 444.143| 10.823| 39.044 | 234.714
17.81| 0.918| 0.224| 16.238| 18.423| 42.097 | 602.352| 627.65| 10.758| 41.057 | 298.616
17.636| 0.929| 0.182| 20.739| 6.182| 68.126| 395.48| 433.787| 1.057| 52.918| 280.869
17.623| 0.922| 0.224| 16.299| 21.485| 65.404| 528.009 | 564.689 | 10.343| 51.776| 271.152
-58.714| 0.719| 0.119| 16.026 | 22.909 | 129.958 | 460.101 | 571.013| 8.798| 60.539| 254.891
-78.256| 0.668| 0.121| 18.995| 7.202| 52.499| 202.854 | 242.039| 1.664| 46.454 210
-122.883| 0.669| 0.112| 21.764| 4.191| 53.425| 255.487| 295.493| 1.217| 47.386| 230.445
-77.385| 0.668| 0.126| 18.603| 6.769| 74.766| 234.842| 268.951| 5.276| 52.766| 218.07
-120.394| 0.669| 0.121| 19.697| 6.385| 61.401| 219.094 | 255.702| 2.254| 47.462| 211.372
-160.516| 0.618| 0.107 | 25.234| 3.345| 56.894| 332.311| 370.006| 5.098| 50.129| 309.856
-121.228 0.61| 0.118| 22.597| 9.198| 52.983| 239.084| 277.95| 3.424| 46.664 | 227.867
-166.076| 0.613| 0.109| 25.534| 6.261| 54.032| 296.029 | 335.757| 1.702 47.62 | 249.117
-110.494| 0.659| 0.119| 19.138| 5.392| 81.232| 263.525| 325.017| 4.775| 73.683| 239.551

Tabla 7
QZzZv DISPe QXXe QYYe QZZe DISPp QXXp QYYp QZZp
[1619] [1620] [1621] [1622] [1623] [1624] [1625] [1626] [1627]
226.99 0.129 83.488 308.756 349.057 0.555 51.31| 221.218| 245.399
231.74 0.386 83.551 329.111 369.386 0.607 51.308 | 220.354| 244.536
256.295 0.264 83.508 328.474 368.715 0.436 51.378 257.27| 281.397
273.626 0.195 83.491 327.086 367.333 0.589 51.417 279.55| 303.651
237.704 0.107 83.639 307.695 347.971 0.913 57.157| 233.012| 259.174
242.493 0.427 83.703 328.054 368.306 0.965 57.148| 232.194| 258.357
267.117 0.306 83.661 327.404 367.622 0.535 57.209| 269.195| 295.311
284.482 0.238 83.644 326.009 366.233 0.657 57.243 | 291.511 317.609
255.333 0.341 77.445 316.931 355.752 0.938 42.429| 259.666| 281.159
319.988 0.326 82.037 438.671 479.081 1.158 44.203| 316.013| 338.268
307.059 0.367 107.515 494.88 547.452 0.087 54.751| 278.651 304.995
296.605 0.351 103.836 385.193 435.363 1.13 53.947| 291.563| 317.412
295.113 0.602 104.758 371.493 434.008 0.797 67.155| 278.427| 322.337
237.149 0.449 97.715 354.947 410.838 0.246 49.562 | 222.358| 249.975
258.369 0.223 100.463 410.184 468.445 0.067 50.636 | 240.773| 269.284
243.89 0.43 103.081 359.312 414.075 0.574 57.332| 232.214| 258.283
238.242 0.411 101.839 360.851 415.654 0.222 49.646 | 221.889| 249.503
336.469 0.252 106.41 565.929 622.329 0.409 53.522| 326.519| 353.823
254.903 0.599 98.136 399.472 455.141 0.416 49.748 | 239.598| 267.125
276.948 0.377 100.968 458.576 516.708 0.216 50.836| 258.541| 286.981
290.565 0.243 153.338 428.198 532.468 0.332 78.783 | 250.731 304.355
Tabla 7
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MODELOS  Var-01 Var-02 Var-03 Var-04 N r S F

1 CLogP Pzz Dip X QYYp 21 0.953 0.382 39.699

2 CLogP  Pzz Dip X QZZp 21 0.958 0.363 44.361

3 ALogP  ASP Dip X QXXe 21 0.95 0.394 37.18

4 MLogP Dip X QXXm QZzZp 21 0.951 0.392 37.486

5 TPSA AMR Dip X QXXm 21 0.956 0.371 42.403

6 TPSA Det P ASP Dip X 21 0.954 0.38 40.133

7 TPSA Det P Dip X QXXm 21 0.956 0.368 42.968

8 TPSA ASP Dip X QXXv 21 0.951 0.39 37.876

9 TPSA ASP Dip X Qzzv 21 0.956 0.37 42.616

10 TPSA ASP Dip X QXXe 21 0.952 0.385 38.953

26 TPSA Dip X QXXm QZZp 21 0.962 0.344 49.874

Tabla — 9 a) —De aqui se seleccionaron los modelos a y (.

MODELOS Var-01 Var-02 Var-03 Var-04 Var-05 N r Q2 S F
1 RDF1e RDF3,5¢ RDF6e RDF8e RDF11e 40 0.908 0.719 0.424 31.806
2 RDF1e RDF3,5¢ RDF6e RDF11e RDF12e 40 0913 0.713 0411 34111
3 RDF1e RDF4,5¢ RDF6e RDF11e RDF12e 40 0.903 0.728 0.433 30.128
4 RDF1e RDF5,5¢e RDF6e RDF11e RDF12e 40 0.91 0.725 0.419 32.681

Tabla — 9 b) — De aqui se seleccion6 el modelo y.
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