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RESUMEN

La enfermedad de Chagas es una zoonosis muy compleja, que existe Unicamente
en el continente americano, En su cadena de transmision interviene un gran de
numero de reservorios vertebrados y de insectos triatominos (vectores) o mediante
transfusiones de sangre todo esto hace imposible su erradicacién, es provocada por
el protozoo flagelado Trypanosoma cruzi. Constituye una amenaza permanente para
casi la cuarta parte de toda la poblacion de América Latina, estimada en 28 millones
de personas en el afio 2006, las cuales se encuentran bajo riesgo de adquirir la

infeccion.

Los Unicos dos medicamentos disponibles Benznidazol y Nifurtimox que se
encuentran en el mercado desde hace mas de 40 afos, son parcialmente eficaces,
ademas de presentar serios efectos secundarios. De aqui la importancia de la
realizacion de estudios que permitan encontrar opciones para el tratamiento de la
enfermedad. Uno de estos estudios son los realizados a través de QSAR
(Quantitative Structure-Activity Relationships), se basan en encontrar correlaciones

entre la estructura quimica de una serie de compuestos y su actividad biolégica.

De manera simplificada, la técnica esta basada en el uso de series de compuestos
derivados de una estructura comun, en los que se observan los cambios producidos
en su actividad biolégica en funcién de la presencia de sustituyentes diversos. A
partir de estos datos, es posible calcular coeficientes aditivos de novo para cada
sustituyente, con lo que es posible disefiar la mejor combinacion de sustituyentes
para alcanzar el 6ptimo de actividad. El presente proyecto comprende la realizacion

de un estudio QSAR de una serie de compuestos activo contra Trypanosoma cruzi.



ABSTRACT

Chagas disease is a zoonosis very complex, which exists only in the Americas, in its
chain of transmission involving large number of vertebrate reservoirs and triatomine
bugs (vectors) or by blood transfusions all this makes it impossible to eradicate, is
caused by the flagellate protozoan Trypanosoma cruzi. It constitutes a permanent
threat to almost a quarter of the entire population of Latin America, estimated at 28

million people in 2006, which are at risk of acquiring infection.

The only two benznidazole and nifurtimox drugs available that are in the market for
over 40 years, are partially effective, besides presenting serious side effects. Hence
the importance of conducting studies to find options for treatment of the disease.
One of these studies are performed through QSAR (Quantitative Structure-Activity
Relationships) is finding correlations between the chemical structure of a number of

compounds and their biological activity.

Simplified, the technique is based on the use of series of compounds derived from a
common structure in the observed changes in biological activity based on the
presence of different substituents. From these data, it is possible to calculate
coefficients for each novo additives substituent, it is possible to design the best
combination of substituents to achieve optimal activity. This project includes the
completion of a QSAR study of a series of compounds active against Trypanosoma

cruzi.



1.-INTRODUCCION

A lo largo de la historia los seres humanos han convivido con un gran nimero
de parasitos. De estos parasitos, una pequefia parte es causa de algunas de las
enfermedades mas importantes del mundo. La mayoria de estas enfermedades
ocurren principalmente en los tropicos. Hay, sin embargo, mas en la historia de la
parasitologia que involucra las actividades humanas, como las grandes migraciones
gue inician con la aparicion del Homo sapiens en algiin momento, alrededor de 150
000 afios atras® y con las que se extiende casi en la totalidad de la tierra llevando
parasitos con ellos y encontrando algunos nuevos en el camino. El desarrollo de los
asentamientos y ciudades asi como del comercio y la trata de esclavos que florecioé
durante tres siglos y medio alrededor del 1500, trajeron parasitos hasta entonces
desconocidos para el nuevo mundo.? En tiempos més recientes la propagacion del
virus de la inmunodeficiencia humana VIH y la inmunodepresion asociada a este
virus se ha traducido en la creacion de una serie de nuevas infecciones parasitarias
oportunistas.® Todos estos factores son solo unos de los que han afectado la
difusién y distribucién actual de los parasitos en el mundo. El campo de la
parasitologia es tan vasto que no es posible abarcar el tema en su totalidad, por lo
tanto solo se consideraran los aspectos mas relevantes para el presente trabajo.
Los parasitos se consideraran bajo dos titulos principales, los gusanos helmintos y

protozoos.

1.2.-GUSANOS HELMINTOS

Los helmintos son gusanos multicelulares que parasitan diversas especies de
animales y plantas. Anélidos (sanguijuelas), nemaltelmintos (gusanos redondos), y
platelmintos (gusanos planos). Estos parasitos han colonizado mas de un tercio de
la poblacion mundial. Los humanos y los gusanos helmintos han coexistido durante
miles de afios. Es interesante que se han identificado huevos de helmintos dentro

de desechos humanos petrificados que datan de 10 000 afios.*

Estos organismos se propagan a través del contacto con el suelo, agua o
alimentos contaminados e incluso con la inhalacién de polvo y manos sucias. Comer

tierra es una practica comuin entre los seres humanos y otros animales®, por lo que
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tanto los adultos como los nifios se encuentran expuestos, ya que ademas de

bacterias el suelo también alberga formas inactivas de los paracitos helminticos.

1.3.- PROTOZOOS PARASITOS

Debido a su tamafio no fue posible su reconocimiento, hasta la invencion del
microscopio y su uso por Antonie van Leeuwenhoek a finales del siglo XVII. El
estudio de los protozoos parésitos sucedié dos siglos después, seguidos del
descubrimiento de las bacterias y la promulgacion de la teoria de los gérmenes de

Pasteur y sus colegas a finales del siglo 19.°

Los parasitos protozoos son unos de los mayores contribuyentes a las
enfermedades en el mundo.” Esto incluye parésitos apicomplexa tales como
Plasmodium spp. (malaria), Toxoplasma gondii (toxoplasmosis), Cryptosporidium
spp. (criptosporidiosis diarreica) y Babesia bovis (babesiosis), asi como los parasitos
kinetoplastid un grupo de protistas flagelados como son Trypanosoma spp.
(enfermedad del suefio, la enfermedad de Chagas) y Leishmania spp.
(leishmaniasis). Estos parasitos son responsables de miles de millones de

infecciones y cientos de miles de muertes cada afio.”®
1.3.1.- Trypanozoma cruzi.

Es conocido por ser el causante de la enfermedad de Chagas, una
enfermedad cronica y discapacitante. Los primeros indicios de que la enfermedad
de Chagas, es una enfermedad antigua en Sudamérica provienen del examen
espontaneo de restos humanos momificados en Chile entre 470 a.C. y 600 d. C. que
mostraron claros signos de los dafios causados por la enfermedad.’ El uso de
técnicas de biologia molecular hiso posible la deteccion de T. cruzi sin necesidad de
visualizar al parasito. ADN de T. cruzi fue encontrado en el corazon y eséfago de
cuerpos momificados en Pera y norte de Chile que datan de 2000 a. C. a 1400 d.
C.2 La historia de T. cruzi y la enfermedad de Chagas comienza con una serie de
descubrimientos por el cientifico brasilefio Carlos Chagas entre 1907 y 1912.
Chagas no solo descubrié el Tripanosoma y demostré su transmision por las

chinches sino también describié la enfermedad que ahora conmemora su nombre.
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La primera observacién de Chagas fue que las chinches que infestaban las casas,
pobremente construidas, albergaban protozoos flagelados y que cuando estos
fueron inyectados en monos y cerdos de guinea, el tripanosoma aparecia en
sangre.'™ *? Chagas mas tarde encontré los mismos tripanosomas en la sangre de
nifos que presentaban cuadro febril agudo y sospech6 que las chinches también
podian trasmitir el parasito a los humanos, pero por la picadura del insecto.** ** Fue
el parasitélogo Francés Emile Brumpt quien demostré que la trasmisién es por via
fecal.™® La conexién entre la infeccién con T. Cruzi y diversos signos de la
enfermedad de chagas, como la distencion del colon y esdfago e insuficiencia
cardiaca, no se determino hasta el trabajo de Fritz Koberle en la década de los
60’s.*®

Este parasito es transmitido por los triatominos, un grupo de insectos
también conocidos como chinches que son hemato6fagos. El parasito se localiza en
el intestino del triatomino en su estado epimastigote donde se replica
extracelularmente, al llegar al recto del insecto pasa a su estado no replicativo
tripomastigote metaciclicos que es el estado infeccioso y es liberado en las heces
del triatomino cuando se alimenta. El parasito entra al huésped al haber contacto de
las heces con la herida por mordedura que se produce generalmente al frotarla. Una
vez en el huésped pasa a su estado replicativo amastigote del cual cambia a su
cuarto estadio hasta romper la celular tripomostigote que es su forma alargada y
gue le permite propagarse por el sistema circulatorio y linfatico o ser absorbido por

el insecto vector y completar si ciclo de vida.*’

Se estima que ha infectado de 8 a 10 millones de personas, y hay cerca de
40 000 nuevos casos por aio. La enfermedad de chagas representa un problema en
salud publica importante, problema social y econdmico en América Latina donde
cerca de 100 millones de personas estan en riesgo.’® Ademas de la propagacion
vectorial, transplantes de 6rganos aumenta el riesgo de difusion en todo el mundo
debido a los procesos migratorios como en EE.UU., donde se estima que 300 000
personas estan infectadas.™®

Por lo anterior, no queda duda que la tripanosomiasis es un problema de
salud publica que merece ser atendido sobretodo en paises en vias de desarrollo

como es México. Desgraciadamente, no hay diversidad en farmacos que sean Utiles
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en la terapeutica de la enfermedad que permita solventar el problema. La urgencia
de encontrar compuestos novedosos con actividad contra este parasito ha rebasado
el crecimiento de la enfermedad. En el presente trabajo se describe un estudio de
Relacién Estructura Actividad Cuantitativa (QSAR) en una serie de compuestos, de
tipo tetrahidro benzacepinas, que han demostrado actividad contra el parasito en
cuestion. Dicho estudio permite proponer la conformacion por la cual estos
compuestos actuan sobre su diana molecular que hasta el momento es
desconocida. Asi mismo, se propone el disefio de nuevas estructuras analogas y se

describe su sintesis quimica.

2.- ANTECEDENTES

Los heterociclos constituyen las unidades estructurales de numerosos
productos naturales biologicamente activos y ademas han jugado un importante
papel en el disefio de medicamentos. Por muchos afios las 1-Benzoazepinas, que
son heterociclos nitrogenados de siete eslabones benzo-fusionados, han sido
ampliamente estudiadas debido, fundamentalmente, a sus promisorias y amplios
margen de actividad farmaco-bioldgica, por lo que se han convertido en estructuras
de interés en la quimica medicinal. Por ejemplo, las 1,2-dihidro-7,8-dimetoxi-5-
(pirrolidinil-1/piperidinil-1/morfolinil-4)-N-(p-tosil)-1-(3H)-benzoazepinas (31) fueron
sintetizadas para evaluar su actividad analgésica y anti-inflamatoria® (Figura 1).

R
H3CO N
|
Ts

0.0 0
| | |

Figura 1 Derivados de la 1,2-dihidro-7,8-dimetoxi-N-(p-tosil)-1-benzoazepina con actividad
analgésicay anti-inflamatoria

Entre las 1-benzoazepinas mas estudiadas se encuentran las que poseen

grupos carbonilo en las posiciones 2 y/o 5. Recientemente, se describieron las
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nuevas 1-benzoazepin-2-onas (32) como potentes inhibidores del canal de sodio
Navl.7. Dicho canal, esta implicado en la transmision de las sefiales de dolor desde
las neuronas nocicéptivas periféricas. Los bloqueadores o inhibidores del canal de
sodio Navl.7 son, por lo tanto, de utlidad en el tratamiento de un numero
considerable de condiciones relacionadas con el dolor®> #? (Figura 2).

Se ha asumido desde hace mucho tiempo, que la dopamina esta implicada
en la fisiopatologia de la esquizofrenia.?® Con el propésito de ofrecer nuevas dianas
para estudiar esta enfermedad degenerativa del sistema nervioso central, Zhao y
colaboradores sintetizaron e identificaron una nueva serie de antagonistas de los
receptores D2/D4 de la dopamina, las 5-(piperazinil-1)-1,2,6,7-tetrahidro-5H-
azepino[3,2,1-hilindol-4-onas (33) (Figura 2).

H
!—| N(Boc)

.nllN -
)N\ ° O \ :

(32)

R = 3-F-Ph; 2,6-di-F-Ph; (33)

2,5-di-F-Ph; 2-OCF3-Ph; R = Cl, Me
2-CF3-6-F-Ph

Figura2 1-Benzoazepinonas que actlian como inhibidoras del canal de sodio Nav1.7
y como antagonistas de los receptores de la dopamina

En la basqueda de alternativas terapéuticas para la enfermedad de Chagas
causada por el parasito protozoario Tripanosoma cruzi, Gilbert y colaboradores®*
basados en resultados de docking, abordaron el estudio farmacolégico de
clorohidratos de los ya conocidos compuestos (34) (Figura 3), los cuales resultaron
ser nuevos inhibidores de la enzima dihidrofolato-reductasa (en inglés, DHFR) de
Trypanosoma cruzi. Este es uno de los pocos trabajos que dan cuenta de la
importancia de ciertos derivados de la tetrahidro- 1-benzoazepina como promisorios

agentes antiparasitarios.

Las 1,4-epoxitetrahidronafto[1,2-bJazepinas (35) (Figura 3) en ensayos
bioldgicos in vitro, mostraron una significativa actividad antiparasitaria contra el

Trypanosoma cruzi y la Leishmania chagasi.?® Llama también la atencién que este
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mismo tipo de derivados en ensayos in vivo sobre ratones de experimentacion,
revelaron interesantes propiedades sobre el sistema nervioso central (ansiolitica,
sedante y antipirética).”® Anélogos de (35) como las 1,4-epoxitetrahidro-1-
benzoazepinas (36) (Figura 3), también fueron activos contra epimastigotes de T.
cruzi y promastigotes de L. chagasi y contra la forma intracelular de T. cruzi, sin

presentar toxicidad sobre células VERO.?’

(3%5) R (36)
Me,N R= H, R'= Ph-4-Cl; R=F, R'=Ph-4-CI;
(34) R=H, R'= Cl; R=Br, R'=H ’ S ’
R=4-Cl, R'=1-naftilo;
R= OAc, Me R=4-F, R'=1-naftilo

Figura 3 Inhibidores de la DHFR (34), Las 1,4-epoxitetrahidronafto[1,2-b]Jazepinas (35) y las
1,4-epoxitetrahidro-1-benzoazepinas (35)

2.1 QSAR

Muchos de los farmacos disponibles en la industria farmacéutica fueron
caracterizados en su momento mediante técnicas de screening convencionales,
proceso consistentes en evaluar en una bateria lo mas amplia posible de ensayos
biolégicos el mayor numero posible de sustancias, tanto de origen natural como
sintético, elegidas mas o menos al azar. Con este procedimiento se consiguen
identificar nuevas "cabezas de serie”, 0 moléculas prototipo pertenecientes a una
clase estructural determinada y con potencial en una area terapéutica concreta.
Modificaciones quimicas subsiguientes tienden a producir "analogos"” de esas
estructuras con una mayor actividad o una menor incidencia de efectos colaterales.
Este método de descubrimiento de nuevos agentes con actividad bioldgica es
interesante desde el punto de vista de que puede convertir a nuevas clases
estructurales de compuestos en farmacos potenciales pero, al estar basado

fundamentalmente en técnicas de ensayo y error, consume mucho tiempo y requiere
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grandes recursos econdmicos. El porcentaje de éxitos, se ha estimado inferior a 1
por cada 10.000 compuestos sintetizados con un costo de $600-800 millones de

dolares.?®

Los primeros intentos dirigidos a incrementar la probabilidad de sintetizar un
analogo activo o de encontrar una nueva cabeza de serie se basaron en encontrar
correlaciones entre la estructura quimica de una serie de compuestos y su actividad
biologica. De ahi surgieron las famosas siglas QSAR, acrénimo de “Quantitative
Structure-Activity Relationships”, que es una palabra de uso corriente tanto en el
proceso de disefio de nuevos farmacos como en la racionalizacibn de las
propiedades farmacoldgicas de una serie de sustancias. En la actualidad todas las
compafiias farmacéuticas y centros de investigacion importantes hacen uso de
alguna de estas tecnologias para optimizar la rentabilidad de sus sintesis y mejorar
sus expectativas de dar con una nueva sustancia que pueda ser explotada

comercialmente.?®

De manera simplificada, la técnica estd basada en el uso de series de
compuestos derivados de una estructura comdn, en los que se observan las
cambios producidos en su actividad biolégica en funcion de la presencia de
sustituyentes diversos. A partir de estos datos, es posible calcular coeficientes
aditivos de novo para cada sustituyente, con lo que es posible disefiar la mejor

combinacién de sustituyentes para alcanzar el optimo de actividad.*

La metodologia QSAR sigue, independientemente del método que se utilice,
pasos comunes. El punto de partida en todos los casos implica la existencia de un
prototipo cabeza de serie, que se define como un producto que muestra actividad en
relacion con el objetivo terapéutico buscado. Este producto, generalmente es
seleccionado debido a que tiene una actividad escasa, una toxicidad elevada, o
caracteristicas farmacocinéticas inadecuadas y se busca el mejoramiento en sus

propiedades y obtener un farmaco con mayor potencial terapeutico.?

Cuando se dispone de un prototipo, es preciso disefiar una serie de
exploracién, que esta constituida por un conjunto de productos analogos del

prototipo, que permitan el establecimiento de las primeras relaciones estructura-
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actividad. Los miembros de la serie de exploracion han de ser sintetizados y

analizados en su actividad biologica.

Los miembros de la serie de exploracion estan constituidos por un nucleo
comun, y una serie de sustituyentes o fragmentos variables, que son caracteristicos
de cada producto de la serie. Dichos sustituyentes variables son identificados por
descriptores, que seran utilizados como variables independientes (Xi) en el modelo.
Los descriptores son binarios, indicando simplemente presencia o ausencia del
fragmento, en los modelos de novo, y son mayoritariamente escalares, es decir con
valores numéricos diversos, en los modelos paramétricos, por otra parte, los valores
de actividad biol6gica, normalmente expresados en forma logaritmica, se utilizan

como variable dependiente (A) en el modelo (Figura 4).

Log A= f1(X1) +f2(X2) + f3(X3) +...fn(Xn)+ cte

Figura 4. Ecuacion utilizada

Donde A es la actividad y f1(X1), f2(X2), f3(X3),... fn(Xn) son las funciones de

indice o los pardmetros de los descriptores moleculares.

El modelo debe ser analizado estadisticamente, para evaluar su capacidad
de prediccion. Cuanta mayor calidad estadistica tenga el modelo, tanto mas fiables
seran las predicciones de actividad obtenidas. La fase de optimizacion implica que
una vez obtenido un modelo de buena calidad, es posible calcular los productos con
actividad optima dentro de la familia estudiada, que podran ser obtenidos con un
minimo de esfuerzo experimental.?®
Hasta nuestro conocimiento, el QSAR, bidimensional que es el que hasta este punto
se ha considerado, ha sido utilizado para predecir o explicar la actividad de series
de compuestos en funcion de su estructura bidimensional pero no hay reporte en el
gue se describa la actividad en funcion de su conformacién, para lo cual existen

otras técnicas como Docking molecular.
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3.- OBJETIVO GENERAL

Determinar si la conformacion responsable de la actividad contra Trypanosoma cruzi
de las benzoazepinas (1-15) puede determinarse a través de un estudio QSAR y

utilizar dicha informacién para el disefio de nuevos compuestos.

3.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Llevar a cabo un analisis conformacional en cada una de las benzoazepinas
1-15.

2. Llevar a cabo un estudio QSAR para cada una de las conformaciones
estudiadas en el objetivo anterior

3. Validar las ecuaciones obtenidas a partir del estudio QSAR y correlacionar
las mejores ecuaciones con la conformacion obtenida.

4. Disefar y sintetizar estructuras analogas novedosas a partir del estudio
QSAR

4.- RESULTADOS Y DISCUSION

La serie de exploracion utilizada, consta de 15 compuestos derivados de
tetrahidro-1-benzoazepinas, que han presentado actvidad inhibitoria del crecimento
en cultivos celulares de Trypanosoma cruzi. A dichos compuestos no se les conoce
el mecanismo de accién por lo que son candidatos interesantes para realizar estudio
QSAR y no de anclaje molecular o COMFA en donde se conocen las caracteristicas
tridimensionales del compuesto bioldgicamente activo asi como la estructura de la
diana molecular. Por su parte los compuestos fueron sintetizados sin considerar
estereocontrol alguno por lo que se probaron mezclas racémicas. Con la finalidad de
responder al objetivo acerca de si es posible correlacionar la conformacion e incluso
la estereoquimica responsable de la actividad fue necesario primero modelar cada
uno de los compuestos en sus configuraciones syn y anti. El resultado fue de dos
series de exploracion: una serie constituida por aquellos compuestos que poseen el
grupo hidroxilo en posicion Beta (Figura 5), y otra que lo posee en posicion Alfa
(Figura 6)
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Figura 5 Serie de compuestos con el grupo hidroxilo en Beta
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Figura 6 Serie de compuestos con el grupo hidroxilo en Alfa
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Ambas series cumplen con los requisitos basicos para un adecuado estudio
QSAR que son:

a. Series analogas

b. Que presenten mismo mecanismo de accion
c. Sustituciones bioisostéricas predecibles
d

Numero de compuestos suficiente para el analisis estadistico

Asi primeramente, a las dos series de compuestos, se les llevo a cabo un
analisis conformacional donde el angulo del grupo fenilo en posicion alfa al amino,
se modifica haciendo una torsion en el enlace. Esta torsion se realiza con un
intervalo de 30° que es el estdndar en andlisis conformacional, iniciando con un
angulo diedro de 0° entre los atomos seleccionados (Figura 7). Por lo que el analisis
se realizo a los angulos 0°, 30°, 60°, 90°, 120°, 150°, 180°, 210°, 240°, 270°, 300°,
330°.

-t
kt
BCDs
g

Figura 7 Anédlisis conformacional

Con el analisis conformacional, se generaron sub-series de exploracion para
cada angulo analizado a su vez para ambas series. Por lo que se cre0 un total de 24
series de exploracion 12 series obtenidas con el grupo hidroxilo en posicién alfa'y 12
series con el hidroxilo en posicion beta.

En la Figura 8 se ilustra el perfil de energia obtenido para el compuesto 1 del

conférmero alfa.
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Figura 8 Perfil energético del compuesto 1 conformero alfa . Se representa la Energia vs el
angulo diedro.

El perfil energético de la Figura 8 muestra en que angulos la molécula se
encuentra con mayor tension y por lo tanto con mayor energia asi como la simetria
gue se puede observar al ir rotando el grupo fenilo. En este caso se espera un pérfil
energético simétrico pues el grupo fenilo no esta sustituido en las posiciones orto ni

para.

En la figura 9 y 10 se puede observar una superposicion de los perfiles
energéticos de todos los compuestos pertenecientes a los conformeros de los
compuestos alfa y beta, se puede apreciar que para ambos casos los perfiles siguen
la misma tendencia energética. Esto hace suponer que todas ellas tienen un
comportamiento conformacional similar al estar en contacto con la diana objetivo de

los parasitos.
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Superposicién de perfiles energéticos correspondientes a conformeron en beta
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Figura 9. Superposicién de perfiles energéticos tanto de la conformacidn alfa
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Superposicién de perfiles energéticos correspondientes a conformeron en alfa
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Figura 10 Superposicién de perfiles energéticos tanto de la conformacion beta

Las 24 series de exploracién fueron entonces sometidas a estudios QSAR
utilizando métodos estadisticos de regresion lineal multiple asi como sus respectivas
restricciones y métodos de validacién. Aunque en un estudio QSAR se puede
encontrar un numero grande de soluciones, es justamente mediante estos métodos
de validacion estadistica, en donde se considera el nUmero de variables, desviacion
estandar, F, etc., la que permite obtener soluciones importantes que expliquen la
actividad y la correlacionen a las propiedades moleculares de la serie de
compuestos a explorar. En la actualidad es posible contar con miles de propiedades
moleculares para una sola molécula y realizar un andlisis de regresion lineal multiple
con todas ellas resultaria practicamente prohibitivo. Por lo anterior se hace uso de
los algoritmos genéticos (AG) los cuales se basan en una técnica de muestreo
aleatorio para encontrar una solucion sub-6ptima. Los algoritmos genéticos han sido
ampliamente utilizados en problemas de alta dimensionalidad. Estos funcionan con
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operadores llamados seleccion, mutacion y cruce, que inician con la entrada de
cromosomas como padres, en este caso son representados por las variables o
descriptores moleculares. Los algoritmos generan la poblacion de la muestra con
cierto numero de subconjuntos formados por caracteristicas o variables,
seleccionando al azar de entre el conjunto de datos. La "bondad" de cada
subconjunto de caracteristicas o variables se evalla en funcion de su “fitness”. La
serie de subconjunto de caracteristicas que satisfacen el criterio del “fitness” se
puede encontrar usando un esquema iterativo. Para cada iteracion, el “fitness” de
cada subconjunto de caracteristicas se calcula. El subconjunto de caracteristicas o
variables es elegido para cruce y mutacion basado en la mayor probabilidad, de
seleccionar el subconjunto de caracteristicas con un mejor “fitness”, y viceversa.
Una nueva descendencia (subconjunto de caracteristicas) se genera al hacer el
cruce entre dos subconjunto de caracteristicas o variables seleccionadas. Después
se realiza un cruce, se emplea mutacién. La mutacién realiza cambios al azar de la
nueva descendencia con el fin de prevenir que se caiga en soluciones de un 6ptimo
local. Si el “fitness” del subconjunto de caracteristicas esté satisfecho o cerca de un
optimo se consigue un subconjunto de caracteristicas, y se genera una nueva
poblacién. El célculo se termina hasta que un subconjunto de caracteristicas o
variables sea 6ptimo o se acerqué a serlo.

El resultado del estudio QSAR por algoritmos genéticos para cada serie
arroja 50 modelos que caben como mejores de acuerdo a las restricciones
estadisticas dadas. En la Tabla 1 se resumen los resultados obtenidos para el

mismo compuesto 1-alfa.
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Tabla 1 Resultados del estudio QSAR de la serie con angulo 0° conformero alfa

Modelos correspondientes al dngulo diedro 0° de los conformeros Alfa

ID Size Models R2 Q2 Q2boot Kx

1 4 IDDE Mor02p HATS5m Inflammat-50 93.64 88.91 80.12 43.96
2 4 IDDE RDFO75p Gm HATS5m 92.85 884 0 30.6
3 4 D/D IDDE Mor02p HATS5m 92.26 87.89 0 32.99
4 4 IDDE ESpm02x Mor02p HATS5m 92.3 87.89 70.09 37.97
5 4 HyDp IDDE Mor02p HATS5m 92.21 87.69 65.15 32.8
6 4 IDDE ESpmO02r Mor02p HATS5m  92.24 87.66 659 37.24
7 4 MWCO01 IDDE Mor02p HATS5m 92.22 87.62 67.77 35.94
8 4 SRWO02 IDDE Mor02p HATS5m 92.22 87.62 67.62 35.94
9 4 nBO IDDE Mor02p HATS5m 92.22 87.62 66.92 35.94
10 4 nSK IDDE Mor02p HATS5m 92.22 87.62 66.96 35.94
11 4 SRWO01 IDDE Mor02p HATS5m 92.22 87.62 68.5 3594
12 4 SCBO IDDE Mor02p HATS5m 92.22 87.62 68.03 35.94
13 4 TWC IDDE Mor02p HATS5m 92.22 87.6 67.17 37.66
14 4 IDDE ESpm14u Mor02p HATSSm  92.25 87.58 67.8 4247
15 4 IDDE ESpm15u Mor02p HATS5m 92.24 87.52 67.1 42.87
16 4 GGl4 ADDD RTv+ Br-094 92.29 875 4396 4221
17 4 GGI4 ADDD R1v+ Br-094 92.29 87.5 16.46 4221
18 4 IDDE ESpmO01x Mor02p HATS5m 92.2 87.49 65.86 36.36
19 4 MWCOS5 IDDE Mor02p HATSS5m 92.15 87.23 64.64 439
20 4 IDDE RDF0O65e Mor02p HATSSm  92.59 87.14 73.25 34.97
21 4 PHI IDDE Mor02p HATS5m 92.32 87.09 70.8 41.9
22 4 X1 IDDE Mor02p HATS5m 92.11 87.08 65.23 35.58
23 4 IDDE IVDM Mor02p HATS5m 92.11 87.07 65.88 35.46
24 4 piPC10 IDDE Mor02p HATS5m 92.1 86.92 67.76 42.48
25 4 BEHp5 GGI4 RTv+ Br-094 91.63 86.79 72.89 37.54
26 4 BEHp5 GGI4 R1v+ Br-094 91.63 86.79 69.75 37.54
27 4 IDDE Mor02p E2s HATS5m 9242 86.79 70.5 51.93
28 4 S2K IDDE Mor02p HATS5m 92.17 86.75 68.18 38.6
29 4 IDDE Mor02p Gm HATS5m 92.79 86.68 75 49.03
30 4 IDDE RDFO65v Mor02p HATS5m 923 86.6 71.34 37.59
31 4 IDDE GGI4 Mor02p HATS5m 92.24 86.52 67.08 40.72
32 4 RDCHI IDDE Mor02p HATS5m 92.01 86.35 47.22 34.23
33 4 Pol IDDE Mor02p HATS5m 91.88 86.18 65.9 47.03
34 4 IDDE RDFO45m Mor02p HATS5m 92.98 85.96 73.99 55.14
35 4 IDDE RDFO65u Mor02p HATS5m 924 85.88 7293 40.17
36 4 GGl4 G2u R1lv+ Br-094 93 85.88 80.73 38.5
37 4 GGI4 G2u RTv+ Br-094 93 85883 80.8 385
38 4 IDDE Morllm Mor02p HATS5m 93.24 85.87 76.53 49.55
39 4 IDDE Mor02p L2e HATS5m 92.04 85.85 61.13 42.38
40 4 EEig05d ADDD RTv+ Br-094 90.75 85.81 0 34.93
41 4 EEig05d ADDD R1v+ Br-094 90.75 85.81 0 34.93
42 4 IDDE ATS5m Mor02p HATS5m 91.78 85.4 68.41 54.03
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43 4 IDDE Mor02p HATS5m Rlv+ 91.71 85.31 70.77 44.47
44 3 IDDE Mor02p HATS5m 90.43 83.78 77.25 49.01
45 4 IDDE ATS2m Mor02p HATS5m 91.24 82.01 68.74 46.75
46 3 IDDE Gm HATS5m 88.61 79.79 77.27 33.52
47 4 IDDE Mor02p HATS5m RTp 90.44 78.82 6833 53.67
48 4 IDDE ESpmO1x Gm HATS5m 88.73 77.55 0 25.72
49 4 S2K IDDE Gm HATS5m 89.26 77.21 0 27.05
50 3 REIG R1lv+ Br-094 84.69 76.79 7236 48.85

Para llevar a cabo de manera adecuada el estudio QSAR fue necesario
analizar detalladamente los mejores 50 modelos obtenidos para cada una de las 24
series. Asi, se obtuvieron un total de 1200 modelos, (dada la magnitud de la
informacion los resultados se anexan al final del manuscrito). En esta primera etapa
no es posible relacionar la conformacion con la actividad dado que en cada una de
las 24 series hay modelos estadisticamente significativos. Por este motivo fue
importante incrementar las restricciones estadisticas que premitieran, de manera

mas rigurosa, discriminar modelos que no sean Utiles

Asi, la primera restriccibn usada fue la correlacion entre los descriptores
moléculares involucrados en cada uno de los modelos (Tabla 2). Es sabido que
descriptores correlacionados en un mismo modelo de regresion dan lugar a
ambigledad y esta debe ser una restriccion comidn en este tipo de estudios. La
correlacibn se mide con un valor 1 a 0, siendo 1 una correlacion perfecta
significando que ambas propiedades son idénticas. En el caso contrario si el valor
es de 0 no existe ninguna relacion y las variables son totalmente independientes. En
este estudio se consider6 como restriccion la correlacion entre estas variables o

descriptores con valores de 0.5 0 menos.

Tabla 2 . Coeficiente de correlacion de descriptores del modelo 43 de la serie con angulo 0°
conformero alfa

Coeficiente de correlacion

Descriptores IDDE Mor02p HATS5m Rlv+
IDDE 1
Mor02p 0.06 1
HATS5m 0.13 0.63 1
R1v+ 0.11 0.05 0.38 1
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En la tabla 1 podemos observar como existe una correlacion mayor a 0.5
entre los descriptores “Mor02p” y “HATS5m” por lo que este modelo fue

descartado.

En la tabla 3 se observa como no existe correlacion entre los descriptores,

siendo esto lo buscado para considerar un modelo como aceptable.

Tabla 3 Coeficiente de correlacion de descriptores del modelo 2 de la serie con angulo 0°
conformero alfa

Coeficiente de correlacion

Descriptores IDDE RDFO75p Gm HATS5m
IDDE 1
RDFO75p 0.08 1
Gm 0.04 0.02 1
HATS5m 0.13 0.00 0.19 1

De igual forma, se evalud la correlacion entre descriptores moleculares de los
1200 modelos obtenidos de los 24 estudios QSAR realizados. El resultado de
descartar aquellos modelos que presentaran, entre sus descriptores, una correlacion
mayor a 0.5 fue la conservacion de unicamente 683 modelos de los cuales fueron
294 alfa y 388 beta (Figura 11).
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Figura 11 Primera restriccion de los modelos tanto beta como alfa.
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Se aprecia que realizada esta primera restriccion la cantidad de modelos

disminuye y elimina en su totalidad a los relacionados con un angulo de 120°.

Se considero como segunda restriccion los parametros estadisticos son Kx y
Q%Boot. La Q?Boot es un factor de prediccion que utiliza una técnica de remuestred
estadistico para simular que la muestra con la que se trabaja es la poblacion
completa y asi tener una aproximacion mas precisa. Kx es el coeficiente total de
correlacién y evalla la relacion que existe entre las variables o descriptores.
Haciendo uso de estos valores estadisticos se analizaron los 683 modelos
restantes. Los valores considerados minimos para la sobrevivencia de los modelos
fueron para Q%boot valores iguales o mayores a 50, valor que es considerado como
un factor de prediccién minimo aceptable. En el caso Kx se considera que un valor
menor a 50 es el adecuado ya que un valor superior a este se considera que la

relacion entre descriptores es demasiado alta.

En la tabla 4 se muestra una tabla parcial de modelos donde es posible
apreciar ambos casos donde el valor de Q%boot esta por debajo del aceptable
siendo los modelos 42 y 45 descartados. En el caso de Kx en el modelo 47 se

aprecia que no cumple con el requisito por lo que de igual forma fue descartado.

Tabla4 Resultados parciales del estudio QSAR de la serie con angulo 30° conformero alfa

Modelos correspondientes al dangulo diedro 30° de los conformeros Alfa

ID Size Modelos R2 Q2 Q2boot Kx

38 4 SRWO01 IDDE QYYm R3p+ 93.61 86.67 66.64 34.81
39 4 MWCO01 IDDE QYYm R3p+ 93.61 86.67 55.77 34.81
40 4 nSK IDDE QYYm R3p+ 93.61 86.67 69.18 34.81
41 4 SRWO02 IDDE QYYm R3p+ 93.61 86.67 70.66 34.81
42 4 Pol IDDE ATS7e R3p+ 91.14 8594 34.15 36.82
43 4 ATS7e QYYm ISH R3p+ 94.04 84.66 76.52 36.5
44 3 X4 IDDE R3p+ 90.19 81.47 78.78 24.67
45 4 IDDE ATS5m ATS6e R3p+ 88.17 80.63 48.19 38.55
46 3 pilD IDDE R3p+ 87.89 79.8 73.81 35.62
47 3 ATS6e ISH R3p+ 89.45 79.52 77.32 50.08
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Al considerar esta segunda restriccion, se conservaron 543 modelos, 230
alfay 313 beta (Figura 12).

Figura 12 Segundarestriccion de los modelos tanto beta como alfa
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Aungque hubo una disminucion del nimero de modelos, aun no se muestra
ninguna tendencia clara, aunque si es apreciable que el comportamiento de la serie
de compuestos alfa muestra una tendencia diferente con respecto a los compuestos
beta. La diferencia mas importante esta en el comportamiento de los conférmeros a
0 y 150 grados cuya sobrevivencia de modelos en terminos numericos es opuesta

en ambos casos.

La tercera restriccion fue considerar el nimero de variables o descriptores
incluidos en los modelos. Aunque el niumero de variables utilizadas en modelos
QSAR ha estado sujeta a discusion, si ha quedado claro que entre menos variables
mejor el modelo. Esto atiende al principio de Ockham que establece que en
condiciones de igualdad, al haber varias explicaciones la respuesta mas sencilla es
la mas probable aunque no necesariamente la verdadera. Aunque este principio,
también llamado de parsimonia, no es un principio irrefutable ni meramente
cientifico, si representa una guia en la busqueda de modelos tedricos. En QSAR, un
modelo con pocos descriptores explica mas facilmente el fenémeno de la actividad
gue un modelo con demasiadas variables. Asi mismo una gran cantidad de
variables puede invalidar al modelo estadisticamente. De esta forma, se considero
rescatar unicamente modelos con tres variables considerando el principio de un

maximo de 3 descriptores por cada cinco compuestos analizados que de manera
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convencional aplica a este tipo de estudios. En la tabla 5, para el caso del estudio

de conférmeros con angulo de 30 que se ha venido tomando como referencia, los

modelos de 38 al 43 poseen una cantidad superior a los 3 descriptores moleculares

por lo que son descartados.

Tabla5 Resultados parciales del estudio QSAR de la serie con angulo 30° conformero alfa

Modelos correspondientes al angulo diedro 30° de los conformeros Alfa

ID
38
39
40
41
43
44
46

Size
4

w w s bp s S

Modelos
SRWO01 IDDE QYYm R3p+
MWCO01 IDDE QYYm R3p+
nSK IDDE QYYm R3p+
SRWO02 IDDE QYYm R3p+
ATS7e QYYm ISH R3p+
X4 IDDE R3p+
pilD IDDE R3p+

R2
93.61
93.61
93.61
93.61
94.04
90.19
87.89

Q2 Q2boot Kx
86.67 66.64 34.81
86.67 55.77 34.81
86.67 69.18 34.81
86.67 70.66 34.81
84.66  76.52 36.5
81.47 7878 24.67
79.8 73.81 35.62

Con esta restriccion se conservan Unicamente 50 modelos en total: 26 alfa y 24

beta, es decir una reduccién importante en cantidad pero ademas se aprecia que

varios conférmeros no sobreviven y que donde mas se conservan es en los

compuestos alfa de los cuales los angulos 240° y 300° tienen la mayor cantidad

mientras que en los beta son los angulos 90° y 270° (Figura 13).

Tercera Restriccion en Alfa
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Figura 13 Tercerarestriccion de los modelos tanto beta como alfa

Los modelos restantes y sus parametros estadisticos mas importantes los

podemos apreciar en las siguientes tablas.
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Tabla 6 Modelos que aln se conservan después de la tercerarestriccion para los conformeros

alfa.
MODELOS ALFA
Angulo Modelo No. de Descriptores Descriptores R2 Q2 Q2boot
0 0-46 3 IDDE Gm HATSS5m 88.61 79.79 77.27
30-44 3 X4 IDDE R3p+ 90.19 8147 78.78
30 30-46 3 pilD IDDE R3p+ 87.89 79.8 73.81
60 - - - - - - - -
90-44 3 RDFO45e RDFO75p Mor0O6v 92.05 84.63 83.01
20 90-45 3 RDFO45e RDFO75p Mor06p 90.69 83.16 78.71
90-50 3 RDFO75v RDF045e MorO6v 90.16 81.91 78.88
120 - - - - - - - -
h 150-42 3 GATS6m  Mor06u G3e 87.05 78.76 75.27
150-45 3 Glp Gs R5m 81.77 7494 59.51
180 - - - - - - - -
210 210-47 3 Mor03u G1lm Rlp+ 86.61 80.11 70.67
210-48 3 Mor03u G1lm RTp+ 86.61 80.11 71.98
240-44 3 ATS5m  GATS6m Glu 85.77 7824 70.7
240-45 3 IDDE HATS1u HATS5m 83.27 75.73 66.89
240 240-46 3 IDDE GATS6m HATS5m 83.99 75.21 67.57
240-47 3 IDDE ESpmO1x  R3p+ 84.29 75.12 65.12
240-48 3 IDDE ATS5m R3p+ 82.53 74.77 63.71
240-49 3 IDDE ESpm02x  R3p+ 83.38 74.59 62.93
270 270-49 3 GATS6ém  EEig05d Mor32m 85.08 76.63 68.48
270-50 3 ATS5m G3m R4v+ 88.22 76.03 74.04
300-42 3 GGl4 RDFO80v  R5m+ 85.36 80.49 75.91
300-44 3 piPC10 RDFO80v  R5m+ 85.4 77.74 73.69
300 300-45 2 GGl4 R5m+ - 70.14 57.31 55.01
300-46 2 ATS3m  GATS6m - 70.55 56.29 52.45
300-47 2 ATS6m  GATS6m - 69.19 55.87 52.78
330-45 3 GATS6m  EEig05d G1lm 87.94 77.84 70.67
330 330-46 3 GGl4 Glp Km 87.88 77.78 74
330-47 3 DP03 RDF035p Glp 87.65 77.68 62.41
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Tabla 7 Modelos que aln se conservan después de la tercera restriccién para los
conformeros beta.
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MODELOS BETA

Glm
H3D
ADDD
Morl3e
MATS2v
BELv1
ATS6e
RDF040m
RDFO65p
RDFO75m
RDF040m
RDFO75m
BEHvV7
CIC5

MorO1lv
GATS6m
GATS6mM
piPC09
GATS6mM
GATS6m
GGl4
GATS6m
GATS6mM
ATS5m

Descriptores
L3p
RDFO55m
RDFO55m
G2u
Glm
BEHp5
MorQ6u
RDFO75m
Morl3u
RDF040v
RDFO75m
RDF040e
Vm
ATS5m

G2v
GATS2p
EEig05d
GATS6mM
EEig05d
ESpmO3r

PJI3
GATS2p
EEig05d

PJI3

R7p+
G1lm
Glm
Gle
HATS5m
G1lm
R3p+
RDFO65p
Morlém
RDFO65p
RDF0O65v
RDFO65p

HATS6u
EEig05d
BEHmM?2
R3p+
R3p+
BEHmM2
Glm
EEig05d
BEHmM?2

R2
93.7
92.93
92.74
86.59
87
86.94
83.28
93.81
91.34
92.11
91.81
87.8
73.92
68.44

92.83
84.56
84.01
81.05
81.77
80.02
92.1
84.56
84.01
73.86

Q2
89.48
88.97
88.92
80.77
78.18
77.56
76.37
88.35
86.45

83.7
81.27
72.78
62.95

53.4

88.89
74.08
74.03
72.62
71.7
68.96
86.24
74.08
74.03
62.98

Q2boot
88.05
58.69
51.72
72.26
74.21
73.08
56.75
84.88
81.25
81.42
75.26
68.82
57.49
53.48

78.57
66.32
67.99
63
54.28
55.26
83.57
66.35
63.32
63.34

Aungque se aprecia cierta tendencia de sobrevivencia para ciertos isémero,

aun no es posible explicar que conformero explica la actividad, por lo que se uso

una ultima restriccion que consistié en la capacidad predictiva. Cabe sefalar que

esta restriccion es bastante estricta pues considera predecir la actividad de

compuestos no incluidos en el estudio pero que, o bien se conoce su actividad o

bien se puede probar y corroborarse. Usualmente se considera como una validacion

externa y prueba fehaciente de que el o los modelos propuestos son utiles. Para

este caso, el resultado seria determinante pues de no existir capacidad predictiva en
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ninguno de los modelos sobrevivientes el estudio podria caer. Los compuestos

utilizados para este fin se muestran en la Figura 14.
OH OH
® F Coe ®
N O N
e "D Rne
37 38 39 F
OH OH OH
Me
X, ® (L) e
N N
ReLERER TR &
40 42
41 Mo

OH

N
H
g

43
Figura 14 Serie de exploracion para la capacidad predictiva.

La estrategia fue obtener la actividad te6rica de cada compuesto y el
resultado incluirlo en cada uno de los modelos obteniéndo una serie de compuestos
con mayor namero de variables independientes. A estas nuevas series se les aplico
un analisis de regresion lineal y se obtuvo el coeficiente de correlacion que indica la
asociacion lineal entre la actividad experimental y la predicha, esta funcion
estadistica se considera aceptable a partir de un valor 0.75. Igualmente se uso el
valor de s (desviacién estandar) que es una medida de dispersion que mide cuanto
se separan los datos en medias distancias con respecto a su media aritmética. En

las tablas 8 y 9 se resumen los resultados.
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Tabla 8 Resultados de la capacidad predictiva de los modelos correspondientes a la
configuracion alfa.

Capacidad predictiva de los modelos correspondientes al conformero alfa

Angulo Modelo No. de Descriptores Descriptores R? S
0 0-46 3 IDDE Gm HATS5m 0.58 0.31
30 30-44 3 X4 IDDE R3p+ 0.31 0.31

30-46 3 pilD IDDE R3p+ 0.48 0.32
90 90-44 3 RDF045e RDFO75p MorO6v 0.10 0.76
90-45 3 RDF045e RDF0O75p Mor0O6p 0.12 0.74
90-50 3 RDFO75v RDF045e Mor06v 0.09 0.76
150-42 3 GATS6m  Mor06u G3e 0.28 0.32
150 150-45 3 Glp Gs R5m 0.42 2.98
210-47 3 MorO3u G1lm Rip+ 0.17 0.52
210 210-48 3 MorO3u G1lm RTp+ 0.17 0.52
240-44 3 ATS5m  GATS6m Glu 0.11 0.29
240-45 3 IDDE HATS1u HATS5m 0.00 0.4
240-46 3 IDDE GATS6m HATS5m 0.50 0.29
240 240-47 3 IDDE ESpmO01x R3p+ 0.20 0.33
240-48 3 IDDE ATS5m R3p+ 0.14 0.33
240-49 3 IDDE ESpmO02x R3p+ 0.17 0.32
270-49 3 GATS6m  EEigd5d Mor32m 0.37 0.31
270 270-50 3 ATS5m G3m R4v+  0.04 0.38
300-42 3 GGl4 RDFO80v  R5m+ 0.01 0.38
300-44 3 piPC10 RDFO80v R5m+ 0.01 0.4
300 300-45 2 GGl4 R5m+ - 0.05 0.32
300-46 2 ATS3m  GATS6m - 0.00 0.28
300-47 2 ATS6m  GATS6m - 0.01 0.28
330-45 3 GATS6m  EEig05d G1lm 0.22 0.28
330 330-46 3 GGl4 Glp Km 0.17 0.33
330-47 3 DP03 RDF035p Glp 0.15 0.76
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Tabla 9 Resultados de la capacidad predictiva de los modelos correspondientes a la
configuracién beta.

Capacidad predictiva de los modelos correspondiestes al conformeros beta

Angulo Modelo No. De Descriptores Descriptores R? s
0-43 3 G1lm L3p R7p+ 0.00 0.69
0 0-45 3 H3D RDFO55m Glm 0.02 04
0-46 3 ADDD RDFO55m G1lm 0.04 0.39
30 30-43 3 Morl3e G2u Gle 0.01 0.41
60-42 3 MATS2v G1lm HATS5m 0.00 0.34
60 60-43 3 BELv1 BEHp5 Glm 0.01 0.34
60-44 3 ATS6e Mor06u R3p+ 0.00 0.34
90-28 3 RDFO40m RDFO75m RDFO65p 0.64 0.31
90-43 3 RDFO65p Morl3u Morleém 0.81 0.38
90 90-46 3 RDFO75m RDF040v RDFO65p 0.66 0.32
90-48 3 RDFO40m RDFO75m RDFO65v 0.52 0.31
90-50 3 RDFO75m RDF040e RDF065p 0.80 0.32
h 150-47 2 BEHvV7 Vm - 0.39 0.34
150-48 2 CIC5 ATS5m - 0.30 0.32
240 240-45 3 Mor01v G2v HATS6u 0.01 0.5
270-43 3 GATS6m  GATS2p  EEigd5d 0.23 0.32
270-44 3 GATS6m  EEig05d BEHm2 0.40 0.29
270 270-45 3 piPC09 GATS6m R3p+ 0.01 0.31
270-46 3 GATS6m  EEig05d R3p+ 0.09 0.3
270-50 3 GATS6m  ESpmO3r BEHm2 0.40 0.29
300-16 3 GGl4 PJI3 G1lm 0.12 0.38
300 300-47 3 GATS6m  GATS2p  EEigd5d 0.23 0.32
300-48 3 GATS6m  EEig05d BEHm2 0.40 0.29
330 330-45 2 ATS5m PJI3 - 0.06 0.33

El resultado de modelos sobrevivientes después de aplicar la restriccion
predictiva se aprecia en la Figura 15. En el caso de los modelos de los compuestos
beta cumplen sobreviven los modelos 50 y 43 y se observa que se encuentran en el

angulo 90°.
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Figura 15 Cuarta restriccion de los modelos tanto beta como alfa

En este punto cabe mencionar que de acuerdo a todo el proceso estadistico
la configuracién y conformacién activa teorica corresponde a la configuracion beta y
a una conformacion de 90°. Esta suposicicién esta fundamentada, claro esta en un
método especifico de QSAR y considerando 1600 descriptores moleculares para

cada compuesto.
Los descriptores que explican la actividad se resumen en la Tabla 10 y se

aprecia que corresponden al grupo de descriptores Randicos y Mor, los cuales son a

su vez tridimencionales, lo que le da coherencia al resultado.

Tabla 10 Modelos finales correspondientes al angulo 90° del conformero beta.

Angulo Modelo No. De Descriptores Descriptores R>® @ Q’boot
90-28 3 RDF0O40m RDFO75m RDFO65p [93.81|88.35| 84.88

90-43 3 RDFO65p Morl3u Morlébm |91.34|86.45| 81.25

90 90-46 3 RDFO75m RDFO040v RDF065p |92.11| 83.7 | 81.42
90-48 3 RDFO40m RDFO75m RDFO65v|91.81(81.27| 75.26

90-50 3 RDFO75m RDF040e RDFO65p | 87.8 |72.78 | 68.82
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Debido a que, en principio, la conformacién activa es en un angulo diedro de
90 se propone entonces la obtencion de compuestos sustituidos en el grupo amino
que fuercen, mediante impedimento estérico, la conformacién adecuada. La
propuesta sintética inmediata es acetilacion del amino. Un primer reto, es la
guimioselectividad pues en la estructura hay dos posibilidades de reaccion
nucleofilica y que claramente presentaran competencia entre si: el grupo amino y el
alcohol. Sin embargo, no seria problema la obtencibn de ambos compuestos pues
serian Utilies desde el puento de vista del rastreo o screenig. Independientemente
de lo anterior se aplicaron los modelos QSAR para predecir la actividad en ambos

casos (Figura 16).

OR3
O i a: R'=Cl, R%=F, R3=Ac
N R b: R'=Cl, R2=CI,R%=Ac
| c: R'=CI, R%=F, R3=H
Ac O d: R'=Cl, R2=C| R3=H
R2
(44)

Moléculas Propuestas por estudio QSAR

Actividad calculada ICsg

Modelo/Compuesto | , . 44a o |z 44b o | /2 44¢ o | /4 44d o
(angulo 62.56°) | (angulo 67.51°) | (d&ngulo 64.21°) | (angulo 62.63°)

90-28 3.02 5.14 8.34 9.21

90-43 9.19 43.3 22.2 48.89

90-46 2.01 2.74 7.67 4.97

90-48 3.63 5.22 9.21 8.31

90-50 1.37 1.62 7.52 4.28

Figura 16 Compuestos propuestos y su actividad predicha
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Como se parecia en la tabla anterior los compuestos presentaran actividad
tedricamente y por lo tanto se consideré importante sintetizarlos. La estrategia de
sintesis seleccionada, fue entonces, la reportada por el mismo grupo de Alirio

Palma, ampliando la ruta con la respectiva acetilacion (figura 17).

NH,
(45) (46)

=
©\ BF3.OEt, = Cloruro de bencilo @(\/ R
N— 140°C, 12h @(\/ Na,CO3 y SiO; N t
H
2

(47)

a: R'=Cl, R?=F, R3=Ac
. pl= 2— 3_

b: R1—CI, R2—CI,R3—AC Na,WO,.2H,0

c: R1—CI, RZ—F, R3—H H,0, al 30%

d: R'=Cl, R?=CI,R3=H 0°C

Cloruro de acetilo

TEA, benceno
40°C

Zn en polvo

h acético glacial
HCI conc.
0°C

(48)

Figura 17 Ruta sintesis empleada para obtener los N,O-diacetil derivados de la cis-4-hidroxi-
2,3,4,5-tetrahidro-1H-benzoacepina.

El primer paso del esquema sintético (Figura 17) consistié en la obtencién de
la orto-alilamina (46) a partir de de N-alilanilina (45), mediante una transposicion
amino-Claisen que estd catalogada como una transposicion sigmatrépica. Esta
transposicién es poco atractiva debido, principalmente, a las altas temperaturas de
reaccion necesarias (200-350 °C) Estas condiciones drasticas hacen que dichas
aminas sufran descomposicién térmica y reacciones colaterales. Por eso, la
presencia de acidos de Lewis o préticos (como HCI, H,SO,4), promueven las
transposiciones a temperaturas mas moderadas. El complejo trifluoruro de boro
dietil éter (BF3-Et20) ha demostrado ser un eficiente catalizador para los
reordenamientos amino-Claisen de diferentes N-alilaminas (45) aromaticas a las

correspondientes 2-alilaminas (46) .
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La N-alilanilina (45) se sometié a una transposicion amino-Claisen, utilizando
el BF3-Et20 y calentando la masa a 140° durante 12h, de esta manera se obtuvo

orto-alilanilina (46) con un rendimiento de 33%

Obtenida la orto-alilanilina(46) se procede con el esquema haciendo una N-
alquilacion, realizada a cabo con agentes de becilacion, que fueron los cloruros de
6-cloro-2-fluorobencilo y 6,2-diclorobencilo, los cueles se hicieron reaccionar en
fase solida sobre silica gel (SO;) en presencia de Na,CO3 a temperatura ambiente

con rendimientos entre 33.8-58%

Obtenidas las 2-Alil-N-bencilanilinas (47), el esquema sintético podemos
apreciar que el paso siguiente sera la oxidacion o ciclo adicion intramolecular 1,3-
dipolar de estas. Las 2-Alil-N-bencilanilinas (47) cumplen con los requerimientos
estructurales necesarios para ser transformados en las nuevas 1,4-epoxitetrahidro-
1-benzoazepinas. Poseen un grupo amino que puede ser facilmente oxidado a su
correspondiente nitrona y, ademas, un fragmento olefinico que puede actuar como
un dipolarofilo y reaccionar con la nitrona en un proceso concertado conocido como

cicloadicién intramolecular 1,3-dipolar.

Una vez obtenidas las 2-Alil-N-bencilanilinas (47) se sometieron a un proceso
de oxidacién selectiva con peréxido de hidrégeno en la presencia de tungstato de
sodio. En estas condiciones se generaron in situ las correspondientes nitronas, las
cuales, después de ser eliminado el exceso de agente oxidante y el disolvente, se
calentaron en un disolvente apropiado para inducir térmicamente la cicloadicion 1,3-
dipolar. Asi se obtuvieron los cicloaductos o 2-exo-aril-1,4-epoxi-2,3,4,5-tetrahidro-1-
benzoacepinas (48) con un rendimiento de 8.5-40.7%

El penultimo paso es la apertura reductiva del enlace cabeza de puente -N-O-
para la obtencion de los compuestos cis-2-exo-aril-4-hidroxi-2,3,4,5-tetrahidro-1(1H)-
benzoacepinas (49). Dicha apertura se realizdé utilizando como sistema de
reduccion, zinc en polvo en &cido acético glacial y acido clorhidrico. De esta
manera, se lograron transformar los cicloaductos, en sus correspondientes amino-

alcoholes, con rendimientos de 70-97.7%

-32-



La acetilacion de la cis-2-exo-aril-4-hidroxi-2,3,4,5-tetrahidro-1(1H)-
benzoacepinas (49) se llevo a cabo con cloruro de acetilo con un equivalencia 1:3.5
respectivamente, esto debido a que se buscaba la acetilacion tanto del grupo
hidroxilo como de la amina, aun con el exceso de del cloruro de acetilo y llevandolo
a calentamiento no se logro la completa acetilacion de estos dos grupos,
produciéndose un porcentaje considerable de N-acetil-2-(6-Cloro-2*fluorofenil)-4-
hidroxi-2,3,4,5-tetrahidro-1(1H)-benzoacepina 44c en un (26.9%) y N-acetil-2-(6’,2-
Diclorofenil)-4-hidroxi-2,3,4,5-tetrahidro-1(1H)-benzoacepina 44d en un (38.2%)
Este producto secundario no es indeseable ya que los estudios QSAR realizados
(Figura ¢) con el objetivo de proponer las moléculas estos estaban considerados y

aun que su actividad es un poco inferior, son de consideracion.

El compuesto 44a correspondiente a una doble acetilacion presento sefiales

en 'H caracteristicas a los grupos metilos (*H NMR &: 1.99 (s, -CHs), 1.82 (s, -CHs))
y en *3C se puede apreciar las sefiales no solo de los metilos, también las sefiales
pertenecientes a los carbonilos (**C NMR &: 171.4 (O=C), 170.3 (O=C), 23.4 (-CHs),
21.2 (-CHy)), lo que nos indica la presencia de ambos acetilos en la molécula algo
gue en el correspondiente subproducto 44c el cual solo posee un juego de estas
sefiales en 'H (*H NMR &: 1.81 (s, -CH3)) y **C (**C NMR &: 171.5 (O=C), 23.4 (-
CHs3)) lo que indica que solo posee un acetilo.
De esta misma manera sucede para las molécula 44b que posee en 'H las sefiales
de los metilos (*H NMR &: 2.0 (s, -CHs), 1.86 (s, -CH3)) y en °C las sefiales de los
metilos y los carbonilos (**C NMR &: 172.1 (O=C), 170.4 (O=C), 23.7 (-CHz3), 21.2 (-
CHs3)), para el subproducto 44d sucede el mismo caso que para 44c, ya que solo
presenta un juego de sefiales en *H (*H NMR &: 1.85 (s, -CHg)) y *C (**C NMR &:
172.2 (O=C), 23.7 (-CH3)).

Con esto se determina la obtencion tanto de los di-acetilados como los mono-

acetilados.
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5- PARTE EXPERIMENTAL

5.1.- MODELADO MOLECULAR

El Modelado molecular implica métodos tedricos y técnicas computacionales
para imitar el comportamiento de una o varias moléculas. Para el presente trabajo
se utilizd, el software Spartan 08 versién 1.2.0, utilizado para el modelado y analisis
conformacional. Al realizar el modelado se tomaron datos estructurales de rayos X

sobre las moléculas publicados en la literatura.

5.2- ANALISIS CONFORMACIONAL

Una vez modeladas las estructuras de las moléculas (1-30) en el software
Spartan ’08 se alineo el angulo diedro a 0° grados como se muestra en la Figura 10
para lograr esto en Spartan, menu “Geometry” la opcion “Measure Dihedral”
después de seleccionar la opcién, se procede a seleccionar los a&tomos numerados
en la figura 18 con lo cual aparece un cuadro texto en la parte inferior derecha de
Spartan etiqueta como “Dihedral (d&tomos seleccionados)” donde nos permitira
colocar el angulo diedro deseado justo aqui colocaremos un angulo de 0° realizado
el cambio de angulo se fija esté. Asi conseguimos evitar que al hacer los calculos

cambie el &ngulo.

Figura 18 Alineamiento del angulo diedro

Para conseguir fijarlo vamos al menu “Geometry” la opcidén “Constrain

Dihedral” y proseguimos a seleccionar los mismos atomos que en el cambio de
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angulo y de igual forma aparecera un cuadro de texto en la parte inferior derecha
con la etiqueta “Constrain (afomos seleccionados)”, justo al cuadro texto se
selecciono el icono con candado y en el cuadro de texto se muestra el angulo al que

Se aseguro.

Ya aseguro se habrd de minimizar la energia para lo cual en el mena “Build”
la opcion “Minimize” una vez hecho no dirigimos al menu “Setup” la opcion
“Calculations...” y seleccionamos las siguiente configuracion en la seccién de
“Calculate” en la primera opcion "Energy” en la segunda “Ground” tercera “Semi-
Empirical” y cuarta "AM1” (Figura 19), nos dirigimos al boton “Submit”. Terminados
los célculos vamos al menu “Display” en la opcion “Output” donde nos muestra
todos los resultados de los calculos dentro de la cual se encentra la energia dato

requerido para realizar el perfil de energia.

S

| Energy v] at |Gmund - | state
Calculate: 0 . 5
with | Semi-Empirical - | | AML -
1
Start From: |Culrent | geometry
Subject To: Constraints Frozen Atoms v Symmetry Total Charge: Neutral &

Compute: | [[] IR Multiplicity: Singlet 5

tional Modes ' | atomic Charges

Print: | || Orbitals & Energies Therm

Options: _ Converge

Global Calculations V) | oK || Cancel -| Submit

Figura 19 Configuracion de los calculos

Finalizando nos dirigjmos al menu “Geometry” la opcidon “Constrain Dihedral”
y proseguimos a seleccionar de nuevo los mismos atomos y selecciono el icono con
candado con el cual se libera el angulo y permite cambiarlo. Para finalizar
guardamos la molécula en un archivo con extension MOL2 para la compatibilidad

con los posteriores software a utilizar.

Este proceso se repitid de igual manera para cada uno de los angulos desde
el ya descrito con un angulo diedro de 0° como con los angulos diedro de 30°, 60°,
90°, 120°, 150°, 180°, 210°, 240°, 270°, 300° y 330°.
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5.3.- ESTUDIOS QSAR

Terminado el analisis conformacional, los archivos de cada uno de los
compuestos son ordenados para obtener series del mismo angulo, de los cuales se
obtendran los descriptores para posteriormente obtener los modelos de prediccidon

mediante algoritmos genéticos.

5.3.1 DESCRIPTORES MOLECULARES

La obtencién de los descriptores moleculares se realizara mediante el
software Dragon version 5.3 que es capaz de calcular 1664 descriptores
moleculares divididos en 20 familias. Para realizar los célculos de los descriptores
moleculares una vez abierto el software nos dirigimos a la opcion “Calculate

descriptors” (Figura 20) donde seleccionamos la serie correspondiente.

B oracoON —— ‘ ]
- - Fa
Running the program Descriptor blocks
00 | 10 | 20 | 30 | Oihers Abount
o
L B wh 2 : * -\'
$ 3 wakand pamn counts B : connecivity indices o
$ = niformation indices =
9§ 7 edge adiacency ndices siger
% 5 topokgical charge mdkces 4 10. cigenvalie-based ndices bodik
9 11 Randic molecular profies 4 12 geomeirical descriptors Q

4§ 12 ROF descriptors. 4 14 30-UORSE descrptors
4 15 VM descriptors 4 15 GETAWAY descriptors

% 17 functonal group counts 4 12 atom-centred fragments *#;
A

% 15 charge descriptors 4 20 moicuiar properiies

«¥ Descriptor list ¥ Descriptor search ﬁ‘f&

Wiano Chemometrics - Licensed to L Chacon_Garcis - Univ, Michoacana 5 Nicolas de Hidaigo

Figura 20 Calculo de Descriptores Moleculares

Después dirigirnos al boton “OK” lo cual nos abrira una segunda ventana
donde nos da la opcion de elegir las familias de descriptores moléculas que se
desean calcular, en esta ocasion se dejaran seleccionadas todas las familias y se
presiona el boton “RUN” con lo que se calcularan los descriptores y una vez ha

terminado el calculo nos mostrara un mensaje con el numero de moléculas y
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descriptores calculados, presionamos el botén “Continue....” Con lo que nos
regresa a la pantalla principal del software donde en esta ocasion iremos s la opcion

de “Save Descriptors” (Figura 21)

-w . -
B DrRAGON Lol
Running the program Descriptor blocks
00 | 10| 20 | 30 | Others About
b i
Calculate descriptors Ph l*
B 1. constitutional descriptors @ - topological descriptors .
Lo deacipties 9 > walkand path counts 4 - connectiviy indices s
‘ 5. information indices ’ &. 20 autocorrelations EI
Load responses ’ 7. edge adjacency indices ’ 8. Burden eigenvalues
@ o topongicalcharge ndices 4 10, eigenvalue-based indices | Hanabook
View descriptors ’ 11. Randic molecular profiles ’ 12. geometrical descriptors @
4} 3. RDF descriptors 4} 14 30-MoRSE descriptors
3 1= VI cescriptors P 15 CETAWAY gescriptors Tools
' 17. functional group counts ’ 18. atom-centred fragments. @
: 9 15 charge descriptors G 20. molecular properties
Thanks
«F Descriptor list «F Descriptor search —_%

Example Data Weightngs Comments WHIM and GETAWAY Versions Tips of the day

P B+ 8 L

Miano Chemometrics - Licensed to L. Chacon_Garcia - Univ. Michoacana S.Nicolas de Hidalgo

Figura 21 Salvar de Descriptores Moleculares

Nos abrira una nueva ventana donde elegiremos las familias de descriptores
a guardar, en este caso seran todas las familias, con lo que vamos al botén “Save”y
elegimos donde guardar el archivo.

Este procedimiento serd el mismo para cada serie de compuestos obtenidos

del andlisis conformacional, que corresponderan a los angulos del mismo.

5.3.2 MODELOS

Los modelos son obtenidos mediante el software MobyDigs Academic version

1.0 que funciona con base en algoritmos genéticos. Este software nos permitird

obtener los modelos. Para lo cual antes de iniciar habremos de modificar el archivo

obtenido de Dragona al cual le agregaremos una columna mas, correspondiente a la
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actividad de cada una de los compuestos, esto se realiza de mejor manera copiando
la informacion del archivo a una hoja de calculo y agregando la columna que para
facil identificacion llamaremos “Actividad” cuidando dar la actividad que le
corresponda a cada molécula, una vez agregada copiamos la informacion y

reemplazamos por la original guardando cambios.

Una vez abierto el software habrd que importar los descriptores que se
calcularon en software Dragon. Para esto vamos al menu “File” a la opcion “Import”
donde deberemos seleccionar el archivo donde guardamos los descriptores, una
vez seleccionado se abrira una pantalla donde del proceso de importacibn como se
muestra en la Figura 22 donde la opciones en “Tab” debe estar marcada en la
seccion de “Delimiter” y también marcada la opcion de “Use multiple deliniter as
one” para delimitar los datos tomados del archivo, presionamos el icono con la

flecha verde.

® Import : step 1 I,iE-.J
Deliriter
v LUze multiple delimiter as ane ®
{* Tab (" Comma ( Space e +
" Semicolon { Other: @
Col 1 Col 2 Col 3 Col 4 Col 5 Col 6 -

Row 1 DRAGOM da
Row 2 15 2 1232 0 1]
Row 3 MNo. MalID MY AMW Sw Se
Row 4 1 10 323.34 8.29 24.73 40.:
Row 5 2 10_0 273.78 7.82 22.99 34.t
Row 6 3 110 287.81 7.57 24.59 37.5
Row 7 4 12_0 308,22 8.81 23.69 35.:
Row 8 5 13_0 291.77 8.34 23.1 35.:
Row 9 =] 14 0 342.66 9.79 24.39 35.¢
Row 10 7 150 326.21 9.32 23.8 35.¢
Row 11 8 2_0 318.23 9.09 23.37 340 -
4 3

Figura 22 Importar archivo paso 1

Con lo gue nos mandara al siguiente pasoé de la importacién donde podremos
elegir a partir de que columna y fila se encuentran los datos interés (Figura 23). Por
lo general siempre son la columna 2 y la fila 3, terminado el ajuste presionamos la
flecha verde con lo que nos mostrara un mensaje para guardar el proyecto con lo

que aceptamos y guardamos el correspondiente archivo, y mostrara una ventana
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con los datos obtenidos que al cerrarla nos deja con la pantalla principal del

programa que ya contiene una sub venta correspondiente al nuevo proyecto creado.

® Import : step 2 [&J
[ PrimaryID col: |2 Missing value: -999 @ ‘ @
W Label row: |—3 bverrrereeens o]
Col 1 Col 2 Col 3 Col 4 Col 5 Col &
Row 1 DRAGOM da
Row 2 15 2 1232 0 1]
Row 3 Na. MolID MW AMW Sv Se
Row 4 1 10 323.34 3.28 24.73 40.:
Row 5 2 10_0 273.78 7.82 22,99 348
Row 6 3 110 287.81 7.57 24.59 375
Row 7 4 12 0 308,22 3.81 23.69 35.1
Row 8 5 13_0 29177 3.34 23.1 35.:
Row 9 5] 14 0 342.66 9.79 24.39 35.4
Row 10 7 15 0 326.21 9.32 23.8 35.€
Row 11 3 20 318.23 9.05 23.37 345
Row 12 9 30 273.78 7.82 22,99 348
Row 13 10 4.0 273.78 7.82 22,99 3487
1 r

Figura 23 Importar archivo paso 2

A continuacion nos dirigimos al menu “Workset” donde seleccionamos las
opcion “Data setup” lo cual nos abrird una venta donde elegiremos el numero de de
descriptores por poblacion para esto dividimos el nimero total de descriptores en
10 partes ya que el software no permite mas de 10 poblaciones. Inicios
seleccionando los descriptores deseados que se encuentran en la pestafia
“Variables” visible en la parte izquierda de la Figura 24 una vez seleccionados la
cantidad presionamos el botén “Set X in Pop 1” con lo cual se agregaran a la
poblaciéon que podemos apreciar en la parte central de la venta en la seccion
“Populations” como se aprecia en figura 23, procedemos a agregar una poblacion
mas con ayuda del boton “Add new pop” lo que creara otra poblacion que esta
seleccionada por defecto asi que seleccionamos de nuevo los cantidad de
descriptores y repetimos el procedimiento hasta asignar todos los descriptores. La

Ultima poblacién tendra una variacion en la cantidad de descriptores.

Tener cuidado de no seleccionar la variable titulada “Actividad” que

corresponde a la columna agregada. Esta sera asignada en la seccion derecha de la
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venta llamada “No response selected” como se puede apreciar en la Figura 24
donde usaremos el boton “Set Y response” con lo que se asigna la activad que sera
transformada y vamos a la opcion “Y transform” y seleccionamos “-Log(1/Y)” que se
la forma en que se manejara la actividad. Para finalizar presionamos el botén con la

paloma verde.

rﬁ‘ Data setup @
Variable selection | Object selection ]
Variables
No. |Variable labels 7 Q- Mo response selected
1219 |Br-094 X [-Pop 1(123)
1220 |Hy X [-Pop 2 (123)
1271 |AMR X E-Pop 3 (123) ¥ transform :
1222 | TPSANO) X - Pop 4 (123)
1223 |TPSA(Tot) X (- Pap 5 (123) nens =]
1224 |MLOGP X [-Pop 6 (123)
1225 |MLOGP2 X [-Pop 7 (123)
1226 |ALOGP X -- Pop 8 (123) Object ID and dass variables
1227 |ALOGPZ X [-Pop 9 (123)
1228 |Inf t-50 X E-Pop 10 (127) Set ID variable
1229 [Depressant-50 X
1230 ([BLTFS9& X
1231 |BLTD48 X Set dass variable
1232 |(BLTASS X
1233 |Grados X
ii:: i:::;:; X @ Duplicate Pop | Single OLS model analysis
m Remove Pop | Remove ALL |
SetXin Pop 10 SetX~2in Pop 10

Excuded objects: 0

Training objects: 15 Test objects: 0 Variables = 1234 Class variables = 0 ®
Missing objects: 0 Unknown objects: 0 Pops = 10 ID variables = 1

Figura 24 Configuracion de datos

Con esto se cierra esta ventana y nos deja en la principal en la cual nos
dirigimos al menu “Analysis” de ahi a “Genetic Algorithm” y por ultimo la opcién
“‘New evolution” con lo que se abre una venta que nos muestra varios campos con
datos por predeterminados por lo que editaremos los siguientes campos:
"Population size” cambiaremos el valor a 100, “Reproduction / mutation trade-off (T)”
donde cambiaremos el valor a 0.8. Realizados estos cambios vamos al boton en la
parte inferior “Evolution Options” que nos abrira una nueva ventana con opciones
para configurar de igual modo seran editadas, en este caso solo modificaremos la

opcion “Increase maximum allowed variables every” a un valor de 50000 iter.

Para finalizar este presionamos el boton con la flecha verde con lo que se

inicia la busqueda de los modelos. Lo cual no hay que descuidar ya que se pueden
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inactivar si esto llegara a pasar nos dirigimos a la columna “Active” y habra que

hacer un clic sobre la celda donde dice “no” hasta que cambie.

Esperaremos hasta que los modelos sean estables, esto quiere decir que no
alla cambios al menos en los primeros 50 modelos. Para esto nos dirigimos a la
pestafna “View POP individuals” donde podemos observar cada poblacion de
manera individual. Cuando se alcanza esta estabilidad proseguimos el boton con la
flecha verde. Se cerrara esta ventana y abrird una nueva donde seleccionaremos el
numero de modelos que deseamos guardar de cada poblacion seleccionando la
opcion “Best 10 models each POP containg any variable” como se observa en la
Figura 25. Para finalizar con este paso simplemente presionamos el botén con la
flecha verde con lo que se abrird una venta dandonos informacion, es cerrada y
procedemos a guardar los modelos obtenidos, vamos a menu “File” y escogemos la
opcion “Save reduce data” guardamos este archivo, cerramos el software. Nos

dirigimos a la ubicacion del archivo lo abrimos.

Selection of final models X |
Selected Pops Model selection No. of models from ...
[+ Pop 1: 100 (" Best ~| models
P L Pop 1: 10
[¥ Pop 2: 100 M mﬂ models for each POP containing Iﬂﬂ\f va@ Pop 2: 10
v Pop 3: 100 " Best models for each dimension
Hk I Pop 3:10
[+ Pop 4: 100 (" Best model for each dimension for each Pop
Pop 4: 10
= {+
R " Models with  [pyy Pop 5: 10
~
[v Pop 6: 100
Pop 6: 10
¥ Pop 7: 100 1D Size Q2  |variables Fop | =
1 3 32,00 |Glm Lle E3p P8 Pop 7: 10
[v Pop8: 100 2 3 79.40 |Morige Gim L3p =]
T 3 77,70 |Moril3e Gim L3v P8 Pop 8: 10
¥ Pop 9: 100 4 3 | 7640 |Gim G3m E3m P8
5 3 76,20 |PIm Gim G3m P3 Pop 9: 10
[v Pop 10: 100 6 3 7430 |Llu Gim L3p Pa
7 3 74,20 |L3m Glm G3m P8 Pop 10: 10
3 3 72,80 |Gim Lle L3p P3
Switch OnfOff B 3 72,60 [l Gim Edp Pa_ I Total: 100
10 3 72,20 |1GIm L3v G3s Pa

2| P

Figura 25 Seleccién de modelos
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Nos abrira la pantalla principal del software MobyDigs, donde nos dirigimos al
menu “Workset” donde seleccionamos las opcién “Data setup” abrira una venta
donde elegiremos los descriptores para una sola poblacibn por lo que
seleccionaremos todos los descriptores en “Variables” una vez seleccionados la
cantidad presionamos el botén “Set X in Pop 1” se agregaran a la poblacién que
podemos apreciar en la parte central de la venta en la seccidén “Populations”. Tener
cuidado nuevamente de no seleccionar la variable titulada “Actividad” como ya se
explico anterior mente. Esta sera asignada en la seccion derecha de la venta
llamada “No response selected” donde usaremos el botén “Set Y response” con lo
gue se asigna la activad que sera transformada y vamos a la opcién “Y transform”y
seleccionamos “Log(7/Y)” que se la forma en que se manejara la actividad. Para

finalizar presionamos el botén con la paloma verde.

Nos deja en la ventana principal en la cual nos dirigimos al menu “Analysis”
de ahi a “Genetic Algorithm” y por ultimo la opciéon “New evolution” con lo que se
abre una venta que nos muestra varios campos con datos por predeterminados por
lo que editaremos los mismos campos que en la ocasién anterior: “Population size”
cambiandolo a 100, “Reproduction / mutation trade-off (T)” lo cambiaremos a 0.8.
Realizados estos cambios vamos al boton en la parte inferior “Evolution Options”
gue nos abrira una nueva ventana con opciones para configurar de igual modo
serdn editadas, en este caso solo modificaremos la opcion “Increase maximum

allowed variables every” a un valor de 50000 iter.

Para finalizar este presionamos el botén con la flecha verde con lo que se
inicia la busqueda de los modelos. Lo cual no hay que descuidar ya que se pueden
inactivar si esto llegara a pasar nos dirigimos a la columna “Active” y habra que

hacer un clic sobre la celda donde dice “no” hasta que cambie.

Esperaremos hasta que los modelos sean estables, esto quiere decir que no
alla cambios al menos en los primeros 50 modelos. Para esto nos dirigimos a la
pestafna “View POP individuals” donde podemos observar la poblacion. Cuando se
alcanza esta estabilidad proseguimos el boton con la flecha verde. Se cerrara esta
ventana y abrirda una nueva donde seleccionaremos el numero de modelos que

deseamos guardar de cada poblacion seleccionando la opcién “Best 50 models
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containing any variable”. Para finalizar con este paso simplemente presionamos el
boton con la flecha verde con lo que se abrira una venta dandonos informacioén, es

cerrada.

Procedemos hacer el analisis y validacion menu “Analysis” y escogemos la
opcion “Model analysis and validation” lo que abrira una nueva ventana que nos
permite visualizar los datos estadisticos asi como calcular otros que son necesarios
como se puede observar en la Figura 25, para lo cual en la opcion llamada
“bootstrap” en la parte inferior de la ventana cambiamos el valor de 5000 a 6000
esto para hacer mas riguroso el examen de los datos estadisticos una configurado
procedemos al botén “Start bootstrap validation” con lo que se calcula la Qboot
ahora modificamos el valor de “Y scrambling iter” también en la parte inferior de la
ventana a 400 y oprimimos el botén “Start y scralmbling” con esto tenemos los datos
estadisticos de los modelos los cuales guardaremos en un archivo por lo que
oprimimos el botdn el parte inferior izquierda con forma de disquete como se
observa en la figura 26 lo que abrir4 una nueva venta donde escogemos el nombre
del archivo y de nuevo presionamos el icono de disquete con lo que seleccionamos

la ubicacioén del archivo.

O Model analysis and validation EI@
Response: Actividad No. of selected models: 50
Click on a table cell to see single model parameters
ID | Size |Models Sel R2 Q2 Qzboot | Q2ext alR2) alQ2) R Zadj LI|E
1 3 |Gim Lie E3p v 89.56 §2.00 72.97 - 0.093 -0.816 86.71 0.
2 4 [Mori8e Gim Lle E3p v 90.02 81.14 55.12 - 0.210 -0.979 86.02 0.1
3 4 [Liu Gim L3v L3p v 91.12 80.74 41.03 - 0.212 -0.800 87.57 0.
4 4 [Gim E3w Lle E3p v 89.77 79.89 5.90 - 0.215 -1.031 85.68 0.
3 4 [Glm L3v Lle E3p v 89.59 79.81 52,50 - 0.209 -0.964 85.42 0.1
] 3 |Mori8e Gim L3p v 87.39 79.37 73.70 - 0.143 -0.679 83.95 0.
7 4 |Gim Lle L3p E3p v 89.67 79.36 50.87 - 0,225 -0.9581 85.54 0.
8 4 [Gim L3v Lle L3p v 90.14 79.25 49.73 - 0.202 -0.938 86.20 0.1
9 4 [Gim G3m Lile E3p v 89.85 73.41 40.78 - 0.198 -1.341 85.79 0.
10 3 [Morige Gim L3v v 87.04 77.67 72.24 - 0.123 -0.56594 83.50 0.
11| 4 |Pim Gim G3m E3m v 88.87 7746 58.04 - 0.189 -0.975 §4.42 0.
12| 4 |L3m Gim Lie E3p v 89.58 7722 58.85 - 0.220 -0.989 85.41 0.
13| 4 |L3m Pim Gim G3m v 85.47 76.71 63.47 - 0.201 -0.942 83.86 0.
14 3 [Gim G3m E3m v 87.84 756.35 73.36 - 0.134 -0.639 84.53 0.
'l 3
Single model m
parameters: Start bootstrap validation | Start y scrambling External validation |
® ‘ lIII ‘ bootstrap iter: ,m ¥ scrambling iter: I@ Model distances | ®

Figura 26 Andlisis y validacién de modelos
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Para finalizar pasamos los modelos a una hoja de calculo realizaremos
regresiones lineales a cada modelo asi como la correlacion entre los descriptores de

cada uno.

5.4.- PARTE EXPERIMENTAL

5.4.1 PREPARACION DE LA 2-ALILANILINA 45

Figura 26. Estructura de las 2-alilanilina 1

@(\/
NH

2
45
Metodologia
En los tubos del reactor se deposito la N-alilanilina 9.627g (72.28 mmol), la N-

alilanilina se dividi6 de tal forma que en cada tubo del reactor quedara alrededor de

19, donde se coloco el BF3-OEt, 12.819g (90.35 mol) en proporcion molar: 1:1.25
amina:acido; la mezcla se calenté a 140C° durante 12 h. Transcurrido el tiempo, la
mezcla se llevd a temperatura ambiente, se trato con una solucién saturada de
Na,CO3 hasta neutralizar, luego se extrajo con cloroformo (3 X 50 ml). El extracto
organico fue secado sobre Na,SO, anhidro, el solvente se destilo a presion
reducida y el residuo que quedo6 se purifico por cromatografia en columna sobre
silica gel, utilizando n-heptano hasta obtener la correspondiente 2-alilanalina 3.175g
(33%)
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5.4.2 PREPARACION DE LAS 2-ALIL-N-BENCILANILINAS 46a,b

Pz
(L w
N a: R'=CI R%=F
Hb b: R'=Cl R?=ClI
R

46a,b

Figura 27 Estructura general de las 2-Alil-N-bencilanilinas 46a,b

Metodologia

En un balén de fondo redondo de 250 mL se coloco la 2-alilanilina, Na,CO3 y
SiO3 neutro, se mezclo de forma vigorosa y se agrego lentamente un derivado del
cloruro de bencilo 2,6-dihalégeno sustituido a temperatura ambiente, el avance de la
reaccion se monitoreo por TLC. Finalizada la reaccion, la mezcla fue lavada con 150
mL de cloroformo vy filtrada en un embudo Buchner, el solvente fue destilado y el
crudo purificado por cromatografia en columna sobre silica gel, utilizando como

eluente n-heptano.

2-Alil-N-(6’-cloro-2’-fluorofenil)anilina 46a. De 2.527g (18.97 mmol) de 45,
3.401g (18.97 mmol) de cloruro de 6-cloro-2-fluorobencilo, 2.01g (18.97 mmol) de
Na,CO3; y 5g SIO,, después del correspondiente tratamiento, se obtuvo 1.764g
(33.8%) del correspondiente 2a

2-Alil-N-(6’,2’-diclorofenil)anilina 46b. De 1.541g (11.56 mmol) de 45, 2.269g
(11.56 mmol) de cloruro de 6,2-diclorobencilo, 1.23g (11.56 mmol) de Na,CO3 y 5g
SIO,, después del correspondiente tratamiento, se obtuvo 1.959g (58%) del

correspondiente 46b
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5.4.3 OXIDACION DE LAS 2-ALIL-N-BENCILANILINAS 46a,b

a: R'=CI R2=F
b: R'=CI R2=Cl|

47a,b

Figura 28 Estructura general de las 2-exo-aril-1,4-epoxi-2,3,4,5-tetrahidro-1-benzoacepinas
47a,b

Metodologia
En un balén de fondo redondo de 100 mL se deposito cantidades cataliticas

de Na,WO0,42H,0 y H,O, al 30% donde se adiciono gota a gota la 2-alil-N-
bencilanilina disuelta en metanol-nitrometano con agitacién vigorosa a 0 °C;
después de la adicién se dejo en agitacion vigorosa a temperatura ambiente hasta
gue el producto de partida se consumid. Concluida la reaccion, la mezcla fue vertida
sobre agua y luego se realizo una extraccion con acetato de etilo (2 X 50 mL); la
fase organica fue secada sobre Na,SO,4 anhidro y el solvente destilado a presion
reducida. EL crudo de reaccion fue disuelto en 20 mL de acetato de etilo y la
solucién calentada a 50-70 °C durante 10-24 h, después de las cuales el solvente
fue destilado a precion reducida, y el residuo organico purificado por cromatografia
en columna sobre silica gel (n-heptano/acetato de etilo, 80:1, 50:1), para obtener los

correspondientes productos de cicloadicion.

2-ex0-(6’-Cloro-2’-fluorofenil)-1,4-epoxi-2,3,4,5-tetrahidro-1-
benzoacepina 47a. De 1.764g (6.402 mmol) de 46a, 1.94 mL (1.92 mmol) de H,0,
(30%), 0.211 g (0.64mmol) de Na;WO,4 en 20 mL de metanol y después de 127 h de
agitacion a temperatura ambiente, se obtuvo un residuo organico resinoso que fue
disuelto en acetato de etilo y calentado durante 24 h a 50°C. Después de la
purificacion se obtuvo 0.158g (8.5%) de un sélido blanco del correspondiente 47a

2-exo-(6°,2-Diclorofenil)-1,4-epoxi-2,3,4,5-tetrahidro-1-benzoacepina 47b.
De 1.959 g (6.7 mmol) de 46b, 3.05 mL (30.19 mmol) de H,0, (30%), 0.221g (0.67
mmol) de Na;,WO, en 20 mL de metanol, 24 mL de acetona, 2 mL de nitrometano y

después de 76 h de agitacion a temperatura ambiente, se obtuvo un residuo
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organico resinoso que fue disuelto en acetato de etilo y calentado durante 10 h a
70°C. Después de la purificacion se obtuvo 0.834g (40.7%) de un sélido blanco del
correspondiente 47b

5.4.4 APERTURA REDUCTIVA DE LOS 1,4-EPOXI-CICLOADUCTOS 47a,b

a: R'=CI R%=F
b: R'=CI R2=ClI

48a,b

Figura 29 Estructura general de las cis-2-exo-aril-4-hidroxi-2,3,4,5-tetrahidro-1(1H)-
benzoacepinas 48a,b

Metodologia

En un balén de fondo redondo de 100 mL se coloco el correspondiente
cicloaducto disuelto en metanol-diclometano, se adiciono el cinc en polvo e
inmediatamente se agrego el acido acético glacial seguido del acido clorhidrico a
0°C, la mezcla se dejo reaccionar hasta que se consumiera el producto de partida,
al terminar la reaccion se trato con NH4,OH hasta un pH 7-8 y se extrajo con acetato
de etilo (3 x 50 mL); el extracto fue secado sobre Na,SO,4 anhidro. El solvente fue
destilado a presion reducida y el residuo organice purificado por cromatografia en
columna sobre silica gel (n-heptano/acetato de etilo 20:1, 10:1, 5:1, 2:1), para
obtener los correspondientes amino-alcoholes.

cis-2-(6’-Cloro-2’-fluorofenil)-4-hidroxi-2,3,4,5-tetrahidro-1(1H)-
benzoacepina 48a. De .118g (0.4 mmol) del 47a, g (mmol) de cinc en polvo en una
mezcla de 30 mL metanol, 0.326mL (5.7 mmol) de acido &cetico glacial y 0.472mL
(5.7 mmol) de acido clorhidrico al 37%, y después de 30 min en agitacién se obtuvo
.082g (70%) de un solido marréon palido del correspondiente 48a

cis-2-(6’,2’-Diclorofenil)-4-hidroxi-2,3,4,5-tetrahidro-1(1H)-benzoacepina
48b. De 0.6g (1.96 mmol) del 47b, 0.532g (8.15 mmol) de cinc en polvo en una
mezcla 50 mL metanol, 18 mL de diclometano, 1.57mL (27.4 mmol) de acido

acetico glacial y 2.27mL (27.4mmol) de acido clorhidrico al 37%, y después de 30
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min en agitacion se obtuvo .59g (97.7%) de un sdlido marron palido del

correspondiente 48b

5.4.5 ACETILACION DE LOS 4-HIDROXI-2,3,4,5-TETRAHIDRO-1(1H)-
BENZOACEPINA 48a,b

O-Ac

a: R'=CI R2=F
b: R'=CI R2=ClI

44a,b

Figura 30 Estructura general de las cis-N,O-diacetil-2-exo-aril-2,3,4,5-tetrahidro-1(1H)-
benzoacepinas 44a,b

Metodologia

En un bal6n de fondo redondo de 100 mL de tres bocas conectado a un
condensador, se coloco el correspondiente amino-alcohol disuelto en benceno bajo
atmosfera inerte, se adiciono trietilamina después de la cual se agrego lentamente el
cloruro de acetilo disuelto en 1 mL de benceno, la mezcla se calenté a 40°C la
reaccion se monitorio por TLC al terminar la reaccion se trato con NH4;OH hasta un
pH 7-8 y se extrajo con acetato de etilo (3 x 50 mL); el extracto fue secado sobre
Na,SO, anhidro. El solvente fue destilado a presién reducida y el residuo organice
purificado por cromatografia en columna sobre silica gel (n-heptano/acetato de etilo

3:1, 2:1, 1:1, 1:2, 1:3), para obtener los correspondientes compuestos acetilados.

N,O-diacetil-2-(6’-Cloro-2’-fluorofenil)-2,3,4,5-tetrahidro-1(1H)-
benzoacepina 44a. De 0.091g (0.312mmol) de 48a, en una mezcla de 0.13mL
(0.936mmol) de trietilamina, 0.077mL (1.09 mmol) de cloruro de acetilo y 10mL de
benceno, bajo atmosfera inerte y después de 8h en agitacion y calentamiento se
obtuvo 0.047g (40.1%) de un sélido blanco correspondiente 44a. *H NMR (400 MHz,
CDCls) 8:7.40 ( td, J= 7.4, 1.6 Hz, 8-H), 7.35 (td, J= 7.4, 1.6 Hz, 7-H), 7.32 (dd, J=
7.4, 1.6 Hz, 9-H), 7.25 (dd, J= 7.6, 1.6 Hz, 6-H) 7.20-7.17 (m, 3’-H), 7.12 (td, J= 8.2,
5.8 Hz, 4-H), 6.9 (ddd, J=10.5, 8.2, 1.2 Hz, 5’-H), 5.76 (dt, J= 13.2, 2 Hz, 2-H), 5.31-
5.26 (m, 4-H), 3.06 (dd, J= 14.8, 5.4 Hz, 5-Ha), 2.81(d a., J= 14.8 Hz, 5-Hcg), 2.06
(dd a., J=13.6, 6.0 Hz, 3-Heg), 1.99 (s, -CH3), 1.83 (td, J=13.6, 10.4 Hz, 3-Hay), 1.82
(s, -CHs). *3C NMR (100 MHz, CDCls): &: 171.4 (O=C-N), 170.3 (O=C-0), 161.0 (d,
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J= 249.5 Hz, 2'-C), 139.4 (9,-C), 134.4 (d, J= 7.5 Hz, 6'-C), 133.6 (5,-C), 130.4 (d,
J= 7.1 Hz, 9-C), 129.9 (6-C), 128.5 (d, J= 9.7 Hz, 3'-C), 128.2 (d, J= 16.6 Hz, 1'-C),
128.2 (7-C), 127.7 (8-C), 125.7 (d, J= 3.1Hz, 4'-C), 114.8 (d, J= 22.8 Hz, 5-C), 69.3
(4-C), 52.9 (2-C), 35.8 (5-C), 32.1 (3-C), 21.2 (-CH3), 23.4 (-CH3).

N,O-diacetil-2-(6°,2’-Diclorofenil)-2,3,4,5-tetrahidro-1(1H)-benzoacepina
44b. De 0.15g (0.487mmol) de 48b, en una mezcla de 0.203 mL (1.461mmol) de
trietilamina, 0.133mL(1.705mmol) de cloruro de acetilo y 10mL de benceno, bajo
atmosfera inerte y después de 19h en agitacion y calentamiento se obtuvo 0.085g
(44.6%) de un solido blanco correspondiente a 44b. *H NMR (400 MHz, CDCls) &:
7.47 (dd, J= 8.0, 1.2 Hz, 9-H), 7.38 (td, J= 7.6, 1.6 Hz, 8-H), 7.37 (dd, J= 7.6, 2.0 Hz,
3’-H), 7.33 (td, J=7.4,1.4 Hz, 7-H), 7.23 (dd, J= 7.6, 1.6 Hz, 6-H), 7.20 (s ancho, 5'-
H), 7.07 (t, J= 8.0 Hz, 4’-H), 5.92 (dd, J= 12.8, 1.2 Hz, 2-H) 5.3 (dddd, J= 10.0, 6.4,
5.0, 1.2 Hz, 4-H), 3.06 (dd, J= 14.8, 5.0 Hz, 5-Ha), 2.82 (d ancho, J= 14.8 Hz, 5-
Heg), 2.16 (ddd, J= 14.6, 12.8, 10.0 Hz, 3-Hay), 2.04- 1.0 (M, 3-Heg), 2.0 (s, -CHy),
1.86 (s, -CHs). *3C NMR (100 MHz, CDCls) &: 172.1 (O=C-N), 170.4 (O=C-0), 139.8
(92-C), 137.7 (1’-C), 136.0 (2'-C), 133.5 (5,-C), 132.4 (6’-C), 131.6 (9-C), 130.1 (6-
C), 129.6 (5'-C), 128.7 (3'-C) 128.3 (4’-C), 127.8 (5-C), 127.3 (8-C), 69.8 (4-C), 55.7
(2-C), 35.8 (5-C), 30.9 (3-C), 23.7 (-CHj3), 21.2 (-CHj3).
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