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Pl inhibidor de proteasa

PLS minimos cuadrados parciales
pol polymerase gene

ppm partes por millén
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Sumario

Sumario.

El sida es una enfermedad causada por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH),
gue ataca a las células del sistema inmunitario. Actualmente se estima que viven unos 33

millones de personas infectadas por este virus.

La terapia antirretroviral actual consiste en combinaciones de dos familias de
compuestos: los inhibidores de la transcriptasa inversa y los inhibidores de la proteasa, ambos
dirigidos a enzimas especificos producidos por el VIH. Sin embargo, una de las principales
dificultades en el tratamiento antirretroviral es la rapida evolucion del virus, que le permite
hacerse resistente a los farmacos utilizados. Por lo tanto, hay una continua necesidad de usar
nuevos farmacos anti-VIH en combinacién con los actuales, que deberian actuar

preferentemente en nuevas dianas del ciclo de replicacion del VIH.

El descubrimiento de los cofactores celulares implicados en la entrada del VIH y una
mejor comprensién de las proteinas de la envoltura que controlan el proceso de fusién han
renovado el interés en las primeras etapas de la replicacion del VIH como dianas para una
intervencién terapéutica. La entrada del VIH consta de 4 etapas interrelacionadas: la union del
virus a la superficie celular, la unién del virus al receptor CD4, la interaccién del complejo
CD4-glicoproteina de la envoltura con los correceptores de entrada y la fusion virus-célula. Los
principales correceptores utilizados por el VIH para su entrada en la célula son los receptores
de quimiocinas CCR5 y CXCR4. En este ambito se han aprobado recientemente dos nuevos
farmacos, Fuzeon® (Hoffman-La Roche y Trimeris), que inhibe la fusién del virus con la célula,
y Selzentry® (Pfizer), que es un antagonista de CCR5. Se han identificado agentes que
bloquean CXCR4, entre los que destaca AMD3100. Sin embargo, su desarrollo se ha
abandonado por una toxicidad cardiaca y falta de biodisponibilidad oral, ambas relacionadas
con su elevada carga positiva a pH fisiol6gico. Por lo tanto se necesita disponer de nuevos

inhibidores de la unién del VIH al correceptor CXCR4 que solventen estas desventajas.

El interés de la presente tesis es disefiar una quimioteca combinatoria de analogos al
AMD3100 con menor basicidad, que incorporen en su estructura las principales caracteristicas
de este compuesto, un linker p-fenilenbismetilénico y sistemas heterociclicos. A partir de la
estructura de los compuestos de la quimioteca disefiada, se desarrollan y validan las rutas
sintéticas necesarias para su obtencion. Ademas, se aplican técnicas computacionales de
seleccion de diversidad para explorar el espacio quimico representado por los compuestos de
la quimioteca. A partir de los compuestos activos identificados en este proceso e inhibidores
conocidos del correceptor CXCR4 se desarrollan modelos QSAR y farmacoféricos. Estos
modelos se utilizan para realizar un cribado virtual del resto de compuestos de la quimioteca
disefiada y aumentar asi la probabilidad de seleccionar nuevos compuestos con actividad
antiviral. Mediante este procedimiento, se han identificado nuevos inhibidores de CXCR4, uno
de ellos con elevada actividad anti-VIH. Ademas, este compuesto sé6lo presenta cuatro atomos

de nitrégeno en su estructura frente a los ocho del AMD3100.



Sumari

Sumari.

La sida és una malaltia causada pel virus de la immunodeficiencia humana (VIH), que
ataca a les cél-lules del sistema immunitari. Actualment s’estima que viuen uns 33 milions de

persones infectades per aquest virus.

La terapia antiretroviral actual consisteix en combinacions de dues families de
compostos: inhibidors de la transcriptasa inversa i inhibidors de la proteasa, ambdds dirigits a
enzims especifics produits pel VIH. Una de les principals dificultats en el tractament
antiretroviral és la rapida evolucié del virus, que li permet fer-se resistent als farmacs que
s'utilitzen. Per tant, hi ha una necessitat continua d'utilitzar nous farmacs anti-VIH en
combinacié amb els actuals, i haurien d’actuar preferentment en noves dianes del cicle de

replicacio del VIH.

El descobriment dels cofactors cel-lulars implicats en I'entrada del VIH i una millor
comprensié de les proteines de I'envolta que controlen el procés de fusié han renovat l'interés
en les primeres etapes de la replicacié del VIH com a dianes per a una intervencio terapeutica.
L'entrada del VIH consta de 4 etapes interrelacionades: la unié del virus a la superficie cel-lular,
la unié del virus al receptor CD4, la interaccié del complex CD4-glicoproteina de I'envolta amb
el coreceptors d'entrada i la fusié virus-cel-lula. Els principals coreceptors utilitzats pel VIH per
a la seva entrada a la cél-lula sén els receptors de quimiocines CCR5 i CXCR4. En aquest
ambit s’han aprovat recentment dos nous farmacs, Fuzeon® (Hoffman-La Roche i Trimeris),
que inhibeix la fusié del virus amb la cél-lula, i Selzentry® (Pfizer), que és un antagonista de
CCR5. S’han identificat agents que bloquegen CXCRA4, entre els que destaca AMD3100. Tot i
aixo, el seu desenvolupament s’ha abandonat per una toxicitat cardiaca i falta de
biodisponibilitat oral, ambdues relacionades amb la seva elevada carrega positiva a pH
fisiologic. Per tant, es necessita disposar de nous inhibidors de la unié del VIH al coreceptor

CXCR4 que solucionin aquests desavantatges.

L'interes d'aquesta tesi és dissenyar una quimioteca combinatoria d'analegs al
AMD3100 amb menor basicitat, que incorporin a la seva estructura les principals
caracteristiques d’aquest compost, un linker p-fenilenbismetilénic i sistemes heterociclics. A
partir de I'estructura dels compostos de la quimioteca dissenyada es desenvolupen i validen les
rutes sintétiques necessaries per a la seva obtenci6. A més, s'apliquen técnigues
computacionals de selecci6 de diversitat per a explorar I'espai quimic representat pels
compostos de la quimioteca. A partir de les molécules actives identificades en aquest procés i
inhibidors coneguts del coreceptor CXCR4 es desenvolupen models QSAR i farmacoforics.
Aquests models s'utilitzen per a realitzar un cribatge virtual de la resta de compostos de la
guimioteca dissenyada i augmentar la probabilitat de seleccionar nous compostos amb activitat
antiviral. Mitjangant aquest procediment s’han identificat nous inhibidors de CXCR4, un d’ells
amb elevada activitat anti-VIH. A més, aquest compost nhomés presenta quatre atoms de

nitrogen a la seva estructura, enfront dels vuit de TAMD3100.



Summary

Summary.

AIDS is a disease of the immune system caused by the human immunodeficiency

virus (HIV). Today, about 33 million people live with this virus.

Current antiretroviral therapies consist of combinations of two compound families:
reverse transcriptase inhibitors and protease inhibitors, both directed to specific enzymes
produced by the HIV. One of the major drawbacks in this antiretroviral treatment is drug
resistance, produced by the rapid evolution of the virus. Hence there is a need to develop new

anti-HIV drugs which should preferably act on new stages in HIV's life cycle.

The discovery of cellular cofactors involved in the entry of HIV to host cells and a better
comprehension of envelope proteins controlling the fusion process have renewed the interest in
early steps of HIV replication as targets for therapeutic intervention. HIV entry to the cell can be
dissected into 4 interrelated steps: virus attachment to the cell surface, virus binding to the CD4
receptor, interaction of the CD4-envelope glycoprotein complex with entry coreceptors and
virus-cell fusion. The main HIV entry coreceptors are chemokine receptors CCR5 and CXCR4.
In this context, two new drugs have recently been approved, Fuzeon® (Hoffman-La Roche and
Trimeris), that blocks fusion of HIV with the cell, and Selzentry® (Pfizer), a CCR5 antagonist.
Agents that block CXCR4 have also been identified, with AMD3100 as lead compound.
However, the development of this compound has been discontinued due to cardiac toxicity and
lack of oral bioavailability related to its high positive charge at physiological pH. Therefore, there

is a need to develop new CXCR4 coreceptor inhibitors that will solve these limitations.

The aim of this thesis is the design of a combinatorial library of AMD3100 analogues
with lower basicity while preserving the main structural features of AMD3100, a p-phenylenic
linker and heterocyclic systems. Synthetic routes for these compounds have been developed
and validated. Moreover, computational diversity selection techniques have been applied to
explore the chemical space represented by the library. Active compounds identified by this
process and known CXCR4 inhibitors have been used in QSAR and pharmacophore modelling.
Then, virtual screening of the rest of compounds in the library with these models has been
applied to increase the probability of selecting new active compounds. This has led to the
identification of new CXCRA4 inhibitors, one of them showing high anti-HIV activity. Furthermore,
the structure of this compound only includes four nitrogen atoms, in contrast to the eight in
AMD3100.
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0.1. El sida.

0.1.1. Historia del sida.

El sida es una enfermedad que se define por una disminucién severa de células T
causada por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Los primeros informes sobre la
enfermedad aparecieron en 1981, aunque datos que se conocen actualmente sugieren que el
sida ha existido durante varias décadas. En junio de 1981 los Centres for Disease Control and
Prevention (CDC) norteamericanos informaron sobre varios casos de neumonia por
Pneumocystis carinii y también de sarcoma de Kaposi, un tipo de cancer de piel, en hombres
homosexuales previamente sanos de California y Nueva York.™ Poco después se dieron
cuenta de que la enfermedad también afectaba a otros grupos de la poblacién, como usuarios

de drogas intravenosas, haitianos y hemofilicos.?*?

Inicialmente la enfermedad recibié el nombre GRID (gay-related immune deficiency), y
no fue hasta septiembre de 1982 cuando recibié su nombre actual: sida, acrénimo de sindrome
de la inmunodeficiencia adquirida. Uno de los sintomas comunes que padecian los portadores
de esta nueva enfermedad era un rapido decrecimiento del nimero de células T CD4", que les

hacia vulnerables a infecciones oportunistas.

Este mismo grupo de células era la diana del primer retrovirus humano patégeno
descrito, HTLV-l (virus linfotrépico humano tipo-l), aislado en 1980 por Robert Gallo y

colaboradores,"

en el National Cancer Institute (NCI). Este grupo posteriormente aisl6 el
HTLV-I1.5" Luc Montagnier, Francoise Barré-Sinoussi y sus colaboradores en el Instituto
Pasteur, identificaron un nuevo retrovirus humano, aparentemente diferente de HTLV-l y lo
llamaron LAV (virus asociado a linfadenopatia).”! No fue hasta 1986 cuando el Comité
Internacional de Taxonomia de Virus recomendé llamar a este patégeno con varios nombres,
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), identificado como el agente etiol6gico del sida.®
En el afio 2008 los cientificos franceses Montagnier y Barré-Sinoussi recibieron el Premio

Nobel de Medicina por el descubrimiento del virus VIH.%*

0.1.2. La enfermedad.

Las células diana del VIH son las que presentan el receptor CD4 en su superficie, son
componentes criticos del sistema inmunitario, engloba a linfocitos T, monocitos, macréfagos y
células dendriticas. Por tanto, la infeccion por VIH causa un deterioramiento progresivo del

sistema inmunitario.

Después de la exposicién al virus, el VIH entra en el torrente sanguineo, y tiene lugar la
infeccién. La infeccién primaria 0 aguda es la primera etapa de la infeccién causada por el
virus. Generalmente dura una o dos semanas, que es cuando el virus se establece en el

cuerpo del huésped. En esta etapa se pueden tener sintomas parecidos a los de la gripe, como
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fiebre, dolores musculares y articulares y ganglios linfaticos inflamados. El virus llega a los
nodos linfaticos y alli se replica activamente, liberando particulas viricas al torrente sanguineo
de manera que el paciente presenta una elevada carga viral; esta etapa suele durar unos dos
meses, aunque el organismo tarda entre uno y tres meses en producir anticuerpos contra el
VIH. Seguidamente se llega a la etapa asintomatica o de latencia clinica. Durante este tiempo
los infectados suelen encontrarse bien, la Gnica manifestacion de la infeccion es un test positivo
de anticuerpos contra el virus. De todas maneras, durante este tiempo el virus se replica
activamente y destruye de manera progresiva el sistema inmunitario de la persona infectada.
Cuando el recuento de las células T CD4" llega a ser inferior a 200 unidades/mL el paciente
entra en la etapa sintomatica de la enfermedad, caracterizada por las infecciones oportunistas
(Figura 0.1).*#4

Sindrome de infeccién aguda por VIH
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Figura 0.1. Curso de la infeccion por VIH en ausencia de una terapia antirretroviral. Las primeras
semanas después de la infecciéon primaria se caracterizan por una infeccién aguda, la diseminacion del
virus por los érganos linfoides y un aumento de la carga viral. Con el desarrollo de anticuerpos contra el
virus se controla parcialmente la infeccion y se entra en una etapa de latencia o fase asintomatica durante
la cual se produce una disminucion de las células T CD4" hasta que llegan por debajo de
200 unidades/mL. En ese momento se inicia la fase sintomatica, caracterizada por las infecciones

oportunistas que provocan la muerte del paciente.™

La infeccion se puede transmitir por via sexual, transfusiones de sangre u otros
productos sanguineos, uso de drogas intravenosas y transmision vertical de madre a hijo (via la

placenta).

La infecciébn de VIH en humanos se considera una pandemia, una de las mas
destructivas de la historia. Se estima que en el 2007 vivian 33.2 millones de personas

infectadas con VIH.
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El porcentaje de personas infectadas por el virus se mantiene en el mismo nivel si se
compara con afios anteriores, se ha observado una reduccién en la mortalidad (2.1 millones en
2007) y una reduccion del nimero de nuevas infecciones (2.5 millones en 2007). El Africa

subsahariana es la region mas afectada (Figura 0.2).[16]

Europa oriental y
Aszia central

Europa-occidental 1.6 millones

y gentral [1,2-2,1 millones]
América del Norte 760 000
1,3 millones [600 000-1,1 millones] Asia oriental
[480 000-1,9 millones] 800 000

[620 000-960 000]
Oriente Medio

Caribe y Africa del Norte Azia meridional y
230 000 380 000 suderiental
[210 DO0-270 000] [270 000500 000] 4,0 millones
[3,3-5,1 millones]
América Latina Africa
1,6 millones subzahariana
[1,4-1,% millones] 22,5 millones |
[20,9-24,3 millones] Oceania
75 000

[53 000-120 000]

Total 33.2 (30.6-36.1) millones

Figura 0.2. Numero estimado de personas que vivian con el VIH en 2007 (OMS/UNAIDS). Se observa
gue la region mas afectada es el Africa subsahariana, con 22.5 millones de infectados, cuando el total de

infectados en el mundo es de 33.2 millones.*®
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0.2. El VIH.

0.2.1. Clasificacion, estructura 'y genoma.

El VIH pertenece al género Lentivirus de la familia Retroviridae. Los Lentivirus difieren
de otros retrovirus por su largo periodo de latencia antes de la manifestacion clinica de la
enfermedad. Los retrovirus pueden estar en forma de viriones que contienen RNA de cadena
sencilla (capaces de infectar una nueva célula) y como provirus de doble cadena de DNA
(dentro de una célula huésped). El virion presenta una forma esférica de unos 110 nm de
diametro. El material genético del VIH-1 esta formado por dos moléculas de RNA de cadena
sencilla, situadas en el interior de un core proteinico cénico compuesto de las proteinas p24 de
la capside (CA). Esta capside esta rodeada por la proteina p6, que regula la liberacién del virus
de la célula. Este conjunto esta envuelto por las proteinas pl7 de la matriz (MA). El virion
completo esta envuelto por una bicapa lipidica, derivada de la membrana plasmatica de la
célula huésped durante el proceso de salida del virion por gemacion. Las glicoproteinas de la
superficie (SU) gp120 y transmembrana (TM) gp41 forman un complejo no covalente. Las
enzimas virales, transcriptasa inversa (RT), integrasa (IN) y proteasa (PR) estan empaquetadas

junto con el RNA en el core (Figura 0.3).347]

Vif, Vpr, Nef, p7

membrana
lipidica

nucleocapside

Figura 0.3. Estructura del virion (figura adaptada de www.niaid.nih.gov).
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El genoma de la forma integrada del VIH-1 es de 9.8 kb (kilobases) aproximadamente y

esta formado por nueve genes (Figura 0.4).

VPR REV REV
[
VIF TAT VPU TAT NEF
Em CAC .
LTR POL ENV LTR

Figura 0.4. Estructura del genoma del VIH (figura de pathmicro.med.sc.edu).

El DNA proviral esta flanqueado por unas secuencias repetidas, Long Terminal
Repeats (LTR), que regulan la transcripcion del virus. Como todos los retrovirus, el VIH consta
de los tres genes, gag (group antigen gene), pol (polymerase gene) y env (envelope gene). El
gen gag codifica las proteinas estructurales del core: p24 de la capside viral, p6 y p7 de la
nucleocépside y pl7 de la matriz. El gen env codifica gpl60 precursor de gpl20 y gp4l,
proteinas incrustadas en la bicapa lipidica. El gen pol codifica varias enzimas, RT, IN y PR. Los
genes tat, rev, vif, vpr, vpu y nef, codifican las proteinas reguladoras Tat, Rev, Nef, Vif, Vpr y
Vpu respectivamente (Tabla 0.1).8*9

Tabla 0.1. Genes y proteinas del VIH-1.

Gen Proteina Tamafio Funcién Localizacion

Estabilizacion de la particula viral
Gag (MA) pl7 Interaccién con Env Virion

Transporte nuclear del core viral

gag Gag (CA) p24 Core de la capside viral Virién
Nucleocéapside B
p7 o Virion
Gag (NC) Estabilizacion del RNA
p6 Unién a Vpr Virién
PR pl5 Hidrolisis de los precursores Virion

Transcripcion inversa -
pol RT p66/p51 Virion
Actividad RNAsa H

IN p32 Integracion del DNA proviral Virién

Glicoproteinas virales externas )
env Env gp120/gp41 ] Membrana viral
Unién a CD4 y correceptores
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Gen Proteina Tamarfio Funcion Localizacion
tat Tat pl6/pl4d Transactivador transcripcional Nucleo celular
rev Rev pl19 Transporte del RNA del nucleo al citoplasma Ncleo y

citoplasma celular
vif Vif p23 Promueve maduracion viral e infectividad Citoplasma, virion

Transporte del complejo de preintegracion
vpr Vpr pl0/p15 Para el ciclo de las células infectadas en G2/M C::Jiglr?o celular,
Implicada en apoptosis

Proteina integral

vpu Vpu pl6 Aumenta la liberacién de viriones de membrana
Regulaciéon de CD4 negativa Membrana
nef Nef p27/p25 Influye en la activacion celular p_lasmanca,
citoplasma celular,
Aumenta la infectividad de los viriones virion

0.2.2. Ciclo de vida del VIH.

El ciclo de vida del VIH se puede dividir en dos fases. La fase temprana comprende
desde la etapa de union del virus a la célula hasta la integracion del DNA virico en el genoma
celular, y la fase tardia se inicia con la expresion de los genes virales y continda hasta la salida

de la particula viral de la célula y su posterior maduracion.

La fase temprana del ciclo de replicacion del VIH se inicia con la entrada del virus en la
célula por fusién de la envoltura viral con la membrana de celular. Esta etapa ocurre por medio
de una unién especifica de la glicoproteina gp120 de la envoltura del virus con el receptor CD4
celular. Esta unién induce una serie de cambios conformacionales que permiten la interaccion
con un correceptor celular (CXCR4 o CCR5) y finalmente la fusién de la envoltura viral y la
membrana celular. Después de la fusién, la nucleocépside viral entra en el citoplasma celular y
el RNA viral se copia a una doble cadena de cDNA mediado por la enzima RT. Esta enzima
posee tres actividades importantes para la replicacion del virus: la transcripcion inversa, la
actividad RNAsa H, que hidroliza el RNA en hibridos de RNA/DNA durante la sintesis de DNA,
y la actividad DNA polimerasa DNA-dependiente, para la sintesis de una segunda cadena de
DNA proviral. La doble cadena de DNA proviral complejada con proteinas (complejo de
preintegracion) es transportada al nicleo celular, donde tiene lugar la integracién en el genoma
celular mediante la accion de la enzima viral IN. El provirus puede permanecer en forma latente

durante largos periodos de tiempo.

La fase tardia del ciclo de replicacion del virus se inicia con la transcripcion del DNA
proviral dando lugar a diferentes transcritos virales. Estos transcritos sufren una serie de
eventos postranscripcionales y se pueden agrupar en 3 clases segun su tamafio: SRNA de 9 kb

para la sintesis de Gag y Gag-Pol, asi como material genético para los nuevos viriones; SRNA
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de 4 kb que codifica para Env, asi como las proteinas reguladoras (Vif, Vpu y Vpr); y por ultimo,
RNAs de 2 kb que codifican para las proteinas reguladoras Rev, Tat y Nef. Env se procesa por
la proteasa de la célula infectada dando lugar a gp120 y gp41l. Las nuevas patrticulas virales se
ensamblan en la membrana plasmatica para formar el virion. Cada virion consta de Gag,
Gag-Pol, genoma viral y Vpr. Después, la membrana plasmética comienza a formar una bicapa
lipidica alrededor del core viral que contiene gp4l y gpl120. Las nuevas particulas virales se

liberan al medio extracelular y por Gltimo tiene lugar la etapa de maduracion del virion, que es

cuando adquiere su capacidad infecciosa. Durante la maduracion, la proteasa viral hidroliza
) [17,20-22]

Gag y Gag-Pol en proteinas mas pequefias (Figura 0.5
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Figura 0.5. Ciclo de vida del VIH. Las etapas del ciclo replicativo del VIH son: union del VIH a la célula,
fusion, liberacién de la nucleocapside viral en el citoplasma celular, transcripcion inversa, transporte del
DNA viral al nacleo celular, integracion del DNA viral en el genoma del huésped, transcripcion viral,
sintesis de proteinas virales, ensamblaje de la nueva particula viral, liberacién al medio por gemacion y

maduracion (figura adaptada de www.tibotec.com).

El virus se puede transmitir mediante infeccion de células sanas por particulas virales

libres, aunque la via mas efectiva es por contactos entre células infectadas y sanas a través de

sinapsis virologicas.’?*?"!
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0.2.3. Etapa de entrada y fusion.

El VIH entra en la célula por interaccion de las glicoproteina gp120 de la envoltura del
virus con el receptor celular CD4 y los correceptores CXCR4 y CCR5 (receptores de
qguimiocinas). Después de la union a los receptores celulares se produce la fusion de las
membranas viral y celular permitiendo la liberacion de la nucleocéapside viral en el citoplasma
celular (Figura 0.6).

En 1984 se identifico el receptor CD4 como el que usaba el VIH para entrar en las
células."*?**)! Este receptor es una glicoproteina transmembrana expresada principalmente en
linfocitos T y otras células del sistema inmunoldgico e interviene en la transduccién de sefial

que lleva a la activacion de células T en presencia de un antigeno.®”

El proceso se inicia con la unién de la proteina viral gpl20, que esta en forma de
trimero en la envoltura viral, con el receptor celular CD4. La glicoproteina gp120 esta formada
por un dominio interno y uno externo, consta de cinco regiones conservadas (C1-C5) y cinco
variables (V1-V5). Una vez se ha unido a CD4, el virus necesita interaccionar con un
correceptor de quimiocinas para entrar en la célula. Los principales correceptores implicados
en este proceso son CXCR4 y CCRS.

Unién Unién al Fusién

a CDh4 & correceptor > virus-célula

‘— gp4l
-— 9p120

G D B loop V3 .

membrana
celular

CXCR4/CCR5

Figura 0.6. Entrada y fusion del VIH con la célula. La primera etapa es la union del virus al receptor

celular CD4, seguida de la union al correceptor celular CXCR4 o CCR5 y por ultimo la fusion de las

membranas del virus y de la célula que permite liberar la nucleocapside viral en el citoplasma celular.?

La formacién del complejo CD4-gp120 induce una serie de cambios conformacionales
en la estructura de la envoltura viral que exponen su sitio de unién con el correceptor CXCR4 o
CCR5. CXCR4 y CCR5 pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas G (GPCR)
de 7 dominios transmembrana. ElI complejo CD4-gp120 se une al correceptor a través de la

region V3 (Figura 0.6), cuya secuencia de aminoacidos determina el uso de CXCR4 y/o CCR5.

10
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Esta unién causa otra serie de cambios conformacionales de las proteinas de la
envoltura viral en que se reestructura la gp41 acercando dos regiones de hélice alfa, uno del
extremo N-terminal (dominio HR1) y otro del extremo C-terminal (dominio HR2). Esta
interaccién de los trimeros de las dos hélices alfa provoca el paso por una estructura tipo
horquilla, que termina con el acercamiento de las membranas viral y celular. El contacto entre
ambas membranas crea el poro de fusion a través del cual se libera la nucleocapside viral en el

citoplasma celular (Figura 0.7).2%3

membrana celular INTERMEDIO TRIMERO
PREHORQUILLA HORQUILLA

HR1 |
cD4 — ! J
9p120 — ([ correceptor C
- HR2
gpal — LW =

membrana viral

FUSION

Figura 0.7. Fusion de las membranas viral y celular.®*

0.2.4. Los correceptores CXCR4 y CCR5. Tropismo del VIH.

Los receptores de quimiocinas CXCR4"**? y cCR5!"**% se identificaron en 1996 como
correceptores de la entrada del VIH en la célula. Ademas, el correceptor CXCR4 esti

involucrado en procesos de metastasis en varios tipos de cancer.””!

Las quimiocinas son citocinas quimiotacticas que activan y dirigen la migracion de
leucocitos. Se caracterizan por la conservacion de cuatro residuos de cisteina que se unen
formando dos puentes disulfuro. Se pueden agrupar en dos familias, las quimiocinas CXC y las
CC, dependiendo de si las dos primeras cisteinas estan o no separadas por otro aminoacido.
Las quimiocinas CXC activan los neutréfilos, mientras que las quimiocinas CC activan
principalmente a monocitos, linfocitos, baséfilos y eosindéfilos y tienen un papel importante en la

proliferacion de células Ty alergias.”®!

El ligando natural de CXCR4 es la quimiocina SDF-1, mientras que CCR5 es el
receptor de las quimiocinas RANTES, MIP-1la y MIP-lB.[‘“’] Se ha descrito una mutacién en
CCR5, conocida como CCR5-A32, que practicamente confiere resistencia completa a la
infeccién por VIH-1, corroborando el papel de dicha proteina como correceptor de la entrada
del virus (Figura 0.8).°

11
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CXCR4
CCR5

Citoplasma Citoplasma

Figura 0.8. Representacién esquematica de los correceptores CXCR4 y CCR5. Se aprecian los siete

dominios transmembrana, asi como los loops extra e intracelulares.®™

La capacidad del VIH-1 de infectar diferentes tipos de células se conoce como el
tropismo celular (Figura 0.9). Las cepas del VIH-1 se pueden clasificar en cepas T-tropicas,
M-trépicas o D-tropicas, segln infecten a macrofagos, linfocitos T o ambos tipos de células
respectivamente. También se pueden clasificar segun el correceptor que utilicen para entrar en
la célula: X4 para las cepas que utilizan el correceptor CXCR4, R5 para las cepas que utilizan
el correceptor CCR5, y X4R5 para aquellas cepas que pueden utilizar ambos correceptores.
Otra clasificacion que del tropismo del VIH se basa en la capacidad de inducir la formacion
sincitios (Sl), o fusién de una célula infectada con otras células adyacentes que no lo estan, y la

).52%3 Como se ha indicado

capacidad de no inducir la formacién de sincitios (NSI
anteriormente, la secuencia de aminoacidos del dominio V3 de gpl120 determina el uso de

CXCR4 0 CCR5,[32545%]

Los virus que utilizan el correceptor CCR5 son los que se suelen transmitir de un
individuo a otro y son los predominantes en la fase asintomatica de la enfermedad, mientras

que en la fase tardia de la enfermedad son mayoritarios los virus del fenotipo X4 y R5x4.124%4

12
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TIPOS DE VIRUS
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[15]

Figura 0.9. Tropismo celular del VIH-1.

0.2.5. Variabilidad genética.

El VIH es un virus muy variable debido a su elevada tasa de mutacién®® junto con su
rapida replicacién, cada dia se generan unos 10" viriones.®” Se puede clasificar en dos tipos:
VIH-1, causante de la mayoria de las infecciones, y VIH-2 que es minoritario y
mayoritariamente se encuentra en el oeste de Africa. El VIH-1, a su vez, se clasifica en
diferentes grupos: M (major), O (outlier) y N (non-M/non-0) (Figura 0.10).

Un estudio filogenético del VIH-1 ha localizado su origen en el retrovirus SIV, (simian
immunodeficiency virus), que también se ha encontrado en una colonia de chimpancés del sur
de Camertn.®® Se cree gue pas6 a los humanos a través de unos chimpancés capturados por
unos cazadores, y tras muchas mutaciones se transformé en un virus humano. La secuencia
genética del virus de una biopsia de un nédulo linfatico tomada en 1960 de una mujer adulta en
Kinshasa se comparé con la de una muestra de plasma de 1959 de un pueblo cercano. El
resultado demostré que la diversificacion del VIH-1 ocurrid en Africa centro-occidental antes de
que se conociera la pandemia del sida. Se estima la fecha de este antepasado comun entre
1902 y 1921. Transmisiones independientes entre 1902 y 1941 generaron los tres grupos
mayoritarios del VIH-1: M, O y N.P*®? Recientemente se han encontrado indicios de que el

[61]

grupo O se pudo haber originado en gorilas™™, aunque las cepas de los grupos M y N se

encuentran en chimpancés.

Més del 90% de las infecciones corresponden al grupo M, y se divide en diferentes
subtipos o clades: A, B, C, D, F, G, H, J y K.**® E| genoma viral puede diferir un 15-20% entre
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clades. En América, Europa y Australia la clade mas comdn es la B, mientras que la C

predomina en el sur de Africa.

HIV-1 O group
SIV L'HOEST

HIV-2B = SIVSYK
HIV-2A

SIVMM
b
Hiv2, SN

Figura 0.10. Relaciones filogenéticas de los lentivirus de primates (figura adaptada de www.hiv.lanl.gov).
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0.3. Terapia antirretroviral.

0.3.1. Terapia antirretroviral actual.

La elevada tasa de replicacion y mutacion del VIH provoca la rapida generacion de
cepas resistentes a farmacos, por tanto es recomendable una terapia con varios farmacos y
dirigida a varias dianas. La terapia antirretroviral actual se basa en combinaciones de tres
clases de farmacos: inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucledsidos (NRTIs,
Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitors), no nucledsidos (NNRTIs, Non-Nucleoside
Reverse Transcriptase Inhibitors) e inhibidores de la proteasa (Pls, Protease Inhibitors). La
combinacion de estos farmacos se conoce como terapia antirretroviral altamente activa
(HAART, Highly Active Antiretroviral Therapy). Esta terapia ha convertido el sida en una

enfermedad crénica.l®>*®

Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucledsidos.

Los NRTIs actian sobre la enzima virica RT e impiden el desarrollo de DNA viral a
partir del RNA. Requieren tres pasos de fosforilacion en la célula huésped para pasar a la

forma activa que se incorpora en el DNA viral. Actian en el sitio de unién del sustrato de la RT.

El primer NRTI desarrollado fue la zidovudina, un anélogo de timidina también conocido
como AZT y aprobado por la FDA en 1987. Inicialmente se desarroll6 como anticancerigeno y
posteriormente se descubrié su actividad anti-VIH.*?! El siguiente NRTI aprobado por la FDA
fue didanosina, también conocido como ddl, en 1991. Es un profarmaco de dideoxiadenosina
(ddA). Zalcitabina (ddC) es un analogo de pirimidina, aprobado como antiviral en 1992. Dos
afios mas tarde, en 1994, se aprobd la stavudina (d4T), un andlogo de timidina. El afio
siguiente se aprob6 lamivudina (3TC), un analogo de citidina, generalmente para el uso en
combinaciéon con AZT. Un analogo de guanosina, abacavir (ABC) fue aprobado en 1998. El
ultimo en aprobarse fue emtricitabina (FTC), un analogo de citidina, en 2003. El resto de NRTI
aprobados por la FDA son combinacién de estos farmacos. En este grupo también se incluye
un analogo de nucleétido, tenofovir (tenofovir disoproxil fumarato, TDF), aprobado en 2001,
esta molécula necesita dos pasos de fosforilacion en vez de los tres del resto de compuestos

del grupo (Tabla 0.2).°"™
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Tabla 0.2. Farmacos NRTIs aprobados por la FDA para el tratamiento de la infeccién por VIH.

. Fecha
Nombre Estructura Fabricante aprobacion
Retrovir®
zidovudina HO /4</¢O
azidotimidina KQ‘N%NH GlaxoSmithKline 19.03.87
AZT N3 o]
ZDV
Videx®
didanosina "3 o) N/:N o
S K@’ \%\( Bristol Myers-Squibb 09.10.91
dideoxinosina HN-_NH
ddi
Hivid®
HO —
zalcitabina O _N | NH,
o KQ‘ N Hoffmann-La Roche 19.06.92
dideoxicitidina CZ//
ddC
Zerit® r</¢
HO =_o
stavudina %AN%NH Bristol Myers-Squibb 24.06.94
4T 4
Epivir® HO =
o N L "
lamivudina (J N GlaxoSmithKline 17.11.95
S
3TC o
Combivir® lamivudina + zidovudina GlaxoSmithKline 27.09.97
Ziagen® Ho =
v %/N o
abacavir succinato N ‘\‘ GlaxoSmithKline 17.12.98
ABC HJ(
Videx EC®
didanosina cubierta didanosina cubierta Bristol Myers-Squibb 31.10.00
ddl EC
Trizivir® abacavir + zidovudina + lamivudina  GlaxoSmithKline 14.11.00
o
Viread® HaN N:\J\ oJO o
7//%/'\‘ 0 RS
. . . _ e}
tenofovir disoproxil \=N 0 Gilead Sciences 26.10.01
furmarato >
0
TDF =o
o}
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Nombre Estructura Fabricante Fecha_l'
aprobacion
Emtriva® F
HQ FS/NH

emtricitabina \/,,.(0 aN Gilead Sciences 02.07.03

s
FTC o
Epzicom® abacavir + lamivudina GlaxoSmithKline 02.08.04
Truvada® tenofovir + emtricitabina Gilead Sciences 02.08.04

Inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucleésidos.

Los NNRTIs interaccionan con la RT en un sitio alostérico (de no union del sustrato) de

la enzima viral (Tabla 0.3).1""

Tabla 0.3. Farmacos NNRTIs aprobados por la FDA para el tratamiento de la infeccion por VIH.

Nombre Estructura Fabricante FeCha.,
aprobacion

Viramune® HN

nevirapina 7 N Boehringer Ingelheim 21.06.96

NVP A N

o}
Rescritor® N Nﬁ HNJ\

l
delavirdina o LN N Pfizer 04.04.97
I N _~
DLV —S
o
. 0
Sustiva® HNJ<
efavirenz _o — Bristol Myers-Squibb 17.09.98
FC
EFV al 3
NH,
NC\©\ N)\/[Br
\
Intelence® N)\N/ o i )
» H Tibotec Therapeutics 18.01.08
etravirina
CN
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El 12 de julio de 2006 la FDA aprob6 el farmaco Atripla® que es combinacién de
efavirenz (NNRTI), emtricitabina (NRTI) y tenofovir disoproxil fumarato (NRTI), comercializado

por Bristol-Myers Squibb y Gilead Sciences.

Inhibidores de |a proteasa.

La PR fragmenta los polipéptidos Gag y Gag-Pol, esenciales para la maduracion del
virion. Los inhibidores de la proteasa (Pls, Protease Inhibitors) actian inhibiendo esta enzima,

de manera que se obtienen particulas viricas inmaduras y no infecciosas (Tabla 0.4)."

Tabla 0.4. Farmacos Pls aprobados por la FDA para el tratamiento de la infeccion por VIH.

Nombre Estructura Fabricante Fecha_l'
aprobacion
NH,
Invirase®
o} g oH
saquinavir N~y N._A~_N Hoffmann-La 06.12.95
mesilato H H Roche —
= o] o
2]
Norvir® N /© S
OH 7 O
itonavic <o N : N A‘IVE)\( Abbott 01.03.96
s g V'\/\)ijf N Laboratories it
B o}

RTV 0 \@

Crixivan® o N. O
indinavir &N Nrﬁ = Merck 13.03.96
H on LN

IDV

T
@]
Iz

Viracept®

AN
nelfl_nawr A § Agouron 14.03.97
mesilato HO OH Pharmaceuticals

NFV ©/s ©

Agenerase®

O o}
O\ //o . .
amprenavir @OAN ES\©\ GlaxoSmithKline 15.04.99

H
APV OH S/
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Nombre Estructura Fabricante Fecha_l'
aprobacion
Kaletra®
lopinavir + Abbott
ritonavir Laboratories 15.09.00
LPV + RTV
7
Reyataz® N
atazanavir Bristol-Myers
o) OH o] : 20.06.03
sultato H H Squibb
\OkaWNYbN\N 4o
ATV H o § ¢ H 5
Lexiva®
O 0
i Os P . .
fosamprenavir CL L s GlaxoSmithKline ~ 20.10.03
calcio 0" °N N \©\
H,0
FOS-APV 2 3%/ NH,
Aptivus®
tipranavir Boehrln_ger 22.06.05
Ingelheim
TPV
Prezista® ) o o
darunavir & S N:S/\@L Tibotec, Inc. 23.06.06
H H
DRV OH S/ NH,

Farmacos que actlian sobre otras dianas.

célula.

El 13 de marzo de 2003 la FDA aprob6 el uso de un nuevo farmaco, Fuzeon®

viral y celular.'*™

(enfurvitide, T20), comercializado por Hoffmann-La Roche y Trimeris. Es un péptido lineal
sintético de 36 L-aminoacidos naturales (Figura 0.11) que se une al dominio HR1 de la proteina

viral gp41 impidiendo el cambio conformacional necesario para la fusion de las membranas

En agosto de 2007, Pfizer sacé al mercado Selzentry® (maraviroc), un antagonista del

[76,77]

correceptor celular CCR5 (Figura 0.11). Evita que la variante T-trépica del virus, la mas comdn

en las etapas iniciales de infeccion por VIH, no pueda unirse al correceptor e infectar la
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En octubre del mismo afio, Merck lanz6 el inhibidor de la integrasa Isentress®
(raltegravir), que previene la insercion del DNA viral en el DNA de la célula huésped,

impidiendo la formacién del provirus de VIH y por tanto la replicacion viral (Figura 0.11).[78]

Ac-YTSLIHSLIEESQNQQEKNEQELLELDKWASLWNWF-NH,

T-20
o
0 H OH F
N~ ~
N N
H / o N
F H—J*w)-,/
F NN o o
)Q N

maraviroc raltegravir

Figura 0.11. Estructuras del inhibidor de fusién T-20, del antagonista del correceptor CCR5 maraviroc y

del inhibidor de la integrasa raltegravir.

0.3.2. Farmacos en desarrollo.

La aparicién de virus resistentes a los farmacos de la terapia antirretroviral actual
(NRTIs, NNRTIs y PIs) es un factor importante en el fracaso del tratamiento. Esta situacion ha
provocado la necesidad de encontrar farmacos que actlden sobre nuevas dianas terapéuticas o
compuestos nuevos capaces de suprimir las cepas de virus resistentes a los inhibidores de RT
y PR actuales (Tabla 0.5).

Tabla 0.5. Estructura y diana terapéutica de los farmacos en desarrollo para la terapia antirretroviral en
septiembre del 2009.

Nombre Dianaterapéutica  Fase de desarrollo Farmacéutica

TNX-355 CD4 Il Tanox

PRO140 CCRS5 I Progenics
Pharmaceuticals

Vicriviroc CCR5 1/ Schering-Plough Corp

AMDO70 CXCR4 1l Genzyme Corp.

Elvitegravir IN 1] Gilead Sciences

Rilpivirina NNRTI [ Tibotec

Apricitabina NRTI Il Avexa

Elvucitabina NRTI 1/ Achillion Pharmaceuticals
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Nombre Diana terapéutica  Fase de desarrollo  Farmacéutica
Fosalvudina NRTI Il Heidelberg Pharma
KP-1461 NRTI Il Koronis Pharmaceuticals
Racivir NRTI 1/ Pharmasset

Hay cuatro farmacos en fases clinicas que actian sobre la etapa de entrada y fusién
del virus y la célula. TNX-355 (también llamado ibalizumab) es un anticuerpo monoclonal que
se une a CD4 en el dominio implicado en el cambio conformacional necesario para la entrada
del virus en la célula.”®®, Otro anticuerpo monoclonal es PRO140, que se une a CCR5 en un
dominio extracelular, inhibe la unién del virus pero no altera la actividad natural de este
correceptor.¥ En cuanto a moléculas organicas pequefias, esta en desarrollo vicriviroc
(también conocido como SCH-D), que actla sobre CCR5. Este farmaco fue descubierto en un
estudio de estructura-actividad (SAR, structure-activity relationship) que se llevé a cabo para
mejorar las propiedades farmacocinéticas de SCH-C asi como para reducir su toxicidad
cardiaca (Figura 0.12).5384

Y
(3
2)

N
e
F N._O
N._O \X/ N7 NH
=
X r 5
SCH-C N SCH-D NN AMDO70

Figura 0.12. Estructuras de vicriviroc (SCH-D), inhibidor de la unién del VIH al correceptor celular CCRS5,
su predecesor SCH-C y AMDOQ70, inhibidor de la unién al correceptor CXCR4.

Otra molécula pequefia que ha entrado en fase clinica Il de desarrollo es AMDO070, un

antagonista especifico del correceptor celular CXCR4 (Figura 0.12).558!

Otras dianas terapéuticas son las enzimas virales IN y RT. Solamente hay un farmaco
en desarrollo que actda sobre la IN, elvitegravir cuyo modo de accién es por bloqueo de la
reaccion de transferencia de cadena de DNA viral al genoma del huésped mediada por la IN.*"
En cambio, para la RT hay seis compuestos en fases de desarrollo clinico (Figura 0.13). Uno

de ellos pertenece a la clase de NNRTIs, rilpivirina, de la familia de las diarilpirimidinas.®%

Los otros cinco son de la clase de NRTIs, como apricitabina, un analogo de deoxicitidina.**?

Elvucitabina es un analogo de beta-L-(-) nucledsido, que se desarroll6 para mejorar la actividad
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de lamivudina, un farmaco ya aprobado por la FDA para el tratamiento antirretroviral.®*%*
Fosalvudina es un NRTI compuesto del monofosfato de 3-fluoro-2,3-dideoxitimidina unido a un
portador Iipidico.[gs] KP-1641 actla por mutacién viral selectiva o letal durante la replicacién
viral.®® Racivir es una mezcla racémica 50:50 de los B-enantiomeros (-) y (+) de emtricitabina,
gue es el (-)-B-enantibmero y esta aprobado por la FDA para el tratamiento de la infeccion por
VIH.F?

CN
N ™ o] £0>__/0H
oy
HN NYNH HoN™
| O
elvitegravir rilpivirina apricitabina

0 @ /OH pH
NJI\N\\- o J?\ /(>*/OH
H N/V N| e
2

F
elvucitabina KP-1461

Figura 0.13. Estructuras de los farmacos en desarrollo que actian sobre las enzimas IN y RT.
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0.4. Los biciclamos.

0.4.1. Estructura general de los biciclamos y actividad anti-VIH.

Los biciclamos constituyen una familia de compuestos cuya estructura general esta
formada por dos monociclamos (1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano) unidos por un linker
aromatico o alifatico. El biciclamo JM1657 (Figura 0.14) se descubrié como una impureza en la
preparacion a gran escala del macrociclo poliaminado 1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano
(ciclamo, 1Cs0 =399 uM, CCso=1248 uM, en células MT-4 infectadas por VIH-1 (lllg)),
englobado en un proyecto de preparacion de complejos metalicos de compuestos organicos,
formados por los cuatro &tomos de nitrégeno del anillo de ciclamo, como nuevos compuestos
anti-VIH.

Y gul )
NH HN.J > NH HN
[ j ECso = 0.144 pM

NH HN NH HN CCso = 319 uM

JM1657

Figura 0.14. Estructura, actividad y citotoxicidad de JM1657 evaluadas en células MT-4 infectadas por
VIH-1 (ll1g).%®

En Johnson Matthey identificaron una serie de biciclamos (1) unidos por un linker de
tipo alifatico (etileno, trimetileno, hexametileno) como inhibidores potentes y selectivos
relacionados con un evento temprano de la replicacion de los virus VIH-1 y VIH-2 (Tabla 0.6).
Mediante ensayos de tiempo de adicion determinaron que esta familia de compuestos actla en
una etapa del ciclo de vida del virus posterior a la adsorciéon del virus y anterior a la
transcripcion inversa.® Ademas, estos compuestos no inhiben la formacion de sincitios (fusién
de una célula infectada con otras células adyacentes que no lo estan) a las concentraciones en
que son activos frente a la replicacion del VIH, por tanto, difieren de inhibidores de fusién del

virus y la célula anteriormente descritos. !
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Tabla 0.6. Estructura de los biciclamos con linker alifatico (1) sintetizados por Johnson Matthey. La
actividad estd expresada en M como ICsg 0 concentracion del 50% de inhibicion de citopaticidad por
VIH-1 (Illg) en células MT-4. La citotoxicidad esta expresada en M como CCsy 0 50% de concentracion

citotoxica para células MT-4.1%8!

Compuesto ICso/uM  CCso/ puM

Y s Y 5‘;'02762 18.6 349

)0 J 5
NH HN NH HN
k) K) IM2763 0.248 >622
1
n=4
IM2849 0.616 290

Estudios posteriores permitieron mejorar la actividad antirretroviral de esta familia de
compuestos utilizando un linker aromatico (2) (Tabla 0.7), en particular el p-fenilenbismetileno.
Este compuesto, conocido como AMD3100 o JM3100, presenta unos valores de actividad,
expresados como ECsy, del orden de 1 a 10 ng/mL, no muestra toxicidad hasta
concentraciones de 500 pg/mL y por tanto su indice de selectividad es mayor o igual a
100,000.1%%

Tabla 0.7. Estructura de los biciclamos con linker aromatico (2) sintetizados por Johnson Matthey. La
actividad estd expresada en pg/mL como ECso 0 concentracion efectiva para inhibir el 50% de muerte
inducida por VIH-1 (lllg) en células MT-4. La citotoxicidad esta expresada en ug/mL como CCso 0 50% de

concentracion citotoxica para células MT-4.1%%

Compuesto ECso/pg-mL™?  CCso / pg-mL™

m meta, X=CH
X 0.04 >500

[NH N N m JM2986

j | 7 N HN
NH HN [ j para, X=CH
() NH HN JIM3100 0.005 >500

meta, X=N
JM3106 0.03 >500
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En el mismo grupo de investigacion realizaron estudios sobre el efecto del tamafio del
macrociclo y sustituyentes sobre el linker aromatico. Concluyeron que no es necesaria la
presencia de dos macrociclos idénticos a ambos lados del linker, estos sustituyentes
poliaminados deben ser estructuras ciclicas para obtener compuestos con buena actividad
anti-VIH, el tamafio 6ptimo del macrociclo es de 14 eslabones y la sustitucion sobre el linker
aromatico con grupos aceptores o dadores apenas influye sobre la actividad, excepto en el
caso de sustituyentes voluminosos, como el fenilo, que causan impedimento estérico y
restringen la rotacién de los macrociclos provocando una disminucién de la actividad.™®
Seguidamente, también estudiaron el efecto de diferentes linkers heteroaromaticos sobre la
actividad antirretroviral de los biciclamos. Utilizaron piridinas y pirazinas con diferentes
esquemas de sustituciéon; de todos ellos, los sistemas con linkers 2,6- y 3,5-piridinicos
presentaron los mejores valores de actividad anti-VIH aunque en ningln caso fueron superiores
a los del biciclamo de referencia AMD3100."** Posteriormente evaluaron la influencia de los
atomos de nitrégeno del macrociclo poliaminado, sustituyendo alguno de estos atomos por
azufre u oxigeno. Obtuvieron biciclamos con actividad reducida respecto a los compuestos
analogos con atomos de nitrégeno e incluso presentaban un aumento en la citotoxicidad, por
tanto se descartd esta modificacion del lead AMD3100. Por otra parte comprobaron que una
sustitucion del macrociclo con anillos pirimidinicos causaba un efecto beneficioso para la

105
),[ 1

actividad antiviral, como en el caso de AMD3329 (Figura 0.15 0 incluso la formacion de

complejos metalicos del macrociclo, en particular de Zn?" 11061071

=

H

N T@\/N N ECso = 0.0008 uM
H

NS H K/N

CCso =194 uM

AMD3329

Figura 0.15. Estructura, actividad y citotoxicidad de AMD3329 evaluadas en células MT-4 infectadas por
VIH-1 (l11g).1%

0.4.2. Desarrollo de monociclamos.

Durante el desarrollo de AMD3100 se vio que presentaba baja biodisponibilidad oral y
toxicidad cardiaca relacionadas con su elevada carga positiva a pH fisiolc')gico.[1081 La
administracion intravenosa es necesaria para el AMD3100, lo que impone limitaciones
importantes en cuanto a su uso clinico para terapia anti-VIH a largo plazo. Sin embargo,
también se descubri6 que el AMD3100 era capaz de movilizar células madre de la médula 6sea
inhibiendo la uniéon entre SDF-la y CXCR4 (AMD3100, también llamado plerixafor y
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comercializado por Genzyme bajo el nombre de Mozobil®)."* Para esta indicacién la
administracion parenteral esta aceptada, ya que como se ha comentado anteriormente, el
AMD3100 no es oralmente biodisponible.

Para mejorar la biodisponibilidad oral de los biciclamos, reduciendo la carga positiva a
pH fisiolégico, se disefiaron una serie de monociclamos, que sélo contienen un anillo de
ciclamo en su estructura, entre los que destacan AMD3451 y AMD3465.

El analogo N-piridiniimetilciclamo AMD3451 resulté ser un antagonista dual especifico
de CXCR4/CCRS5, por tanto, inhibe la etapa de entrada del virus en la célula bloqueando

ambos correceptores (Tabla 0.8).*"!

Tabla 0.8. Estructura del monociclamo AMD3451 vy la actividad frente a la replicacion de diferentes cepas

de VIH en diferentes lineas celulares que expresan el correceptores CXCR4 o CCR5. La actividad esta

expresada en M como ICs 0 inhibicion del 50% de replicacion celular.**%

Cepade virus Correceptor Linea celular ICs0 / uM

NH N | N VIH-1 ADA CCR5 PBMC 6.0
[ j N
NH HN
Cl VIH-1 llig CXCR4 MT-4 1.2
AMD3451

VIH-1 NL4.3 CXCR4 MT-4 1.8

Sin  embargo, el monomacrociclo N-piridilmetilenciclamo AMD3465 inhibia
exclusivamente CXCR4 con una actividad comparable o ligeramente mejorada respecto a
AMD3100 (Figura 0.16).1%%!

2
[NH Nf©\/Hﬂ G0 =123 0N
N \N

NH HN CCso > 300 uM

AMD3465

Figura 0.16. Estructura, actividad y citotoxicidad de AMD3465 evaluadas en células MT-4 infectadas por
VIH-1 (lllg).2%8!
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0.4.3. Modo de accion del AMD3100.

Ensayos de tiempo de adicion del AMD3100 sobre células infectadas con VIH habian
mostrado que este compuesto actuaba en una etapa temprana del ciclo de replicacion del VIH,
pero no se habia conseguido identificar cual era su diana terapéutica."® El grupo de De Clercq
realizé un estudio con AMD3100 y JM2763 que permiti6é identificar la entrada del virus en la
célula como la etapa sobre la que actuaban estos biciclamos y postularon que su diana
terapéutica era gp120.[111] Al cabo de un afio descubrieron que AMD3100 era inactivo frente a
cepas de VIH M-trépicas (que utilizan como correceptor para la entrada en la célula el receptor
de quimiocinas CCR5), mientras que era activo frente a cepas T-trépicas (que utilizan el
receptor de quimiocinas CXCR4 como correceptor de entrada en la célula). Este hallazgo
permitid identificar la diana terapéutica del biciclamo AMD3100: es un antagonista selectivo del
receptor de quimiocinas CXCR4.* Esté y colaboradores mostraron que la evolucion del
VIH-1 hacia cepas mas patogénicas, las que utilizan CCR5 como correceptor para la entrada
en la célula, se puede prevenir mediante el bloqueo del correceptor CXCR4.™M3 En base a los
estudios de Dealwis et al., que revelan que la unién entre SDF-1la y CXCR4 se debe a la
interaccion electrostética entre la superficie positivamente cargada del ligando natural del
receptor de quimiocinas y los loops extracelulares cargados negativamente del correceptor del
VIH-1,"% se realizaron estudios de mutagénesis para determinar la afinidad de unién entre los
mono- y biciclamos y el correceptor CXCRA4. El resultado mostré que tanto Asp*’* en el dominio

(17118 posteriormente

TM-IV y Asp®® en el dominio TM-VI son esenciales para la union.
también se identific6 un aminoacido adicional de CXCR4 que interaccionaba con AMD3100,

GIu”® en el dominio TM-VII (Figura 0.17).*!

ey
(5)
BREE-cooH
Figura 0.17. Diagrama del correceptor CXCR4 con los aminoécidos de los siete dominios transmembrana
(TM) importantes para la union de AMD3100 identificados por mutagénesis. El color gris/amarillo indica

los residuos mutados. Los aminoacidos coloreados de amarillos indican los sitios de interaccién con el
AMD3100 identificados.*?"
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0.5. Investigacion sobre el sida en el 10S.

El presente trabajo se enmarca dentro del proyecto de investigacion sobre el disefio,
sintesis y evaluacion de la actividad antirretroviral de nuevos compuestos anti-VIH, que se lleva
a cabo en los laboratorios de Sintesis y Disefio Molecular del GEM (Grup d’Enginyeria
Molecular) en el IQS en colaboracion con el laboratorio de Retrovirologia de la Fundacion
IrsiCaixa en el Hospital Universitari Germans Trias i Pujol. Dicho proyecto ha sido financiado en
parte por la Maraté de TV3 (proyecto 020930) y en parte por el Ministerio de Educacion y
Ciencia (proyecto SAF-2007-6322). En el marco de este proyecto se engloba el presente
trabajo, concretamente en el disefio y sintesis de nuevos analogos al AMD3100 como

inhibidores de la entrada del virus por bloqueo del correceptor CXCR4.

En el laboratorio de Disefio Molecular del GEM se ha desarrollado un software llamado
PRALINS (Program for the Rational Analysis of Libraries in Silico), que permite realizar
seleccion de compuestos de una quimioteca aplicando criterios de diversidad o similitud de

manera combinatoria o no combinatoria (Figura 0.18).1*?%1?%

= _Fragment Sets

File Selection Compute Database

New Database Name: W
Choose set Draw X

Scaffold: benzen scaff.sdf

E 1S/PRGN/fraga_X1.sdf -

Present Variables:
Header for Calculation Normalization: M
A
# AM1 OPT VTR, |, Metrie: EUCD —
DIPOLE_MOPAC ~ pe, o
HF_MOPAC o
HOMO_MOPAC  Explain Variance: [0.5
g | | RadOfGyration + :
= foe #components: 3
» ot Jurs-PPSA-1 . RUNPCA
0K Cancel
oK |
¥
Caboutate| Lt

Figura 0.18. Interfaz grafica del programa PRALINS.
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También se tiene experiencia en seleccion de compuestos por cribado virtual de
quimiotecas, de gran utilidad en la seleccién de compuestos de una quimioteca a partir de
modelos basados en la estructura de otros compuestos activos para la misma diana
(ligand-based) o a partir de la estructura del receptor diana de los compuestos que se quieren
sintetizar (structure-based).'?**?? E| cribado virtual ha surgido en los Ultimos afios como una
alternativa o aproximacién a los métodos de high-throughput screening (HTS) de quimiotecas
formadas por un numero elevado de moléculas. Ademas, se dispone de la estructura del
correceptor CXCR4 (Figura 0.19) que se ha modelado por homologia a la rodopsina bovina
(también de la familia de las GPCRs) debido a la falta de la estructura determinada por
difraccion de Rayos-X del correceptor.[125] La aplicacion de estas herramientas permite realizar

un disefio y seleccion racional de compuestos anti-VIH.

Figura 0.19. Estructura del correceptor CXCR4 y su interaccion con el AMD3100 donde se han destacado

los aminoacidos Asp*™, Asp?®? y Glu®® 3]
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Otro trabajo llevado a cabo en el laboratorio de Sintesis del GEM, englobado dentro del
proyecto del sida, concretamente en la sintesis de sistemas heterociclicos inhibidores del
correceptor de entrada CXCR4, se basa en la obtencibn de sistemas
bis(pirido[2,3-d]pirimidinicos) con un espaciador p-fenilenbismetilénico 12,0128 ya que en el
grupo se dispone de experiencia en la sintesis de estos sistemas pirido[2,3-d]pirimidinicos 7 y
10 (Figura 0.20). También se estudia la obtencion de compuestos donde el espaciador
p-fenilenbismetilénico estda monosustituido por un sistema pirido[2,3-d]pirimidinico para mejorar
la solubilidad respecto a los sistemas disustituidos y por analogia a los monociclamos
anteriormente descritos.

a)
CN
HN G
Y H
CN y NH
2 Os_N_ _OMe 6 2 Os_N NYG
| N
NaOMe/ MeOH RlUCN le
Ox_OMe Ry R, NH,
— CN 5 Z=C 7
A 4 .
fe) OMe _ O, N N G
3R2 8 N Z=COOMe | \\(
NH
NaOMe/ THF Ry 7 HNYG R{
RZ NH2 R2 O
9 6 10
b)
Rt R
HoN
(0]
H 7
O N OMe H,oN N A NH

Oy,-OMe A 11 A 12
CN
HN= N=(
Ri 5 NH, S HN— N

NH,

Figura 0.20. a) Ruta sintética para la obtencion de sistemas pirido[2,3-d]pirimidinicos 7 y 10. b) Sintesis
de sistemas bis(pirido[2,3-d]pirimidinicos) 12, donde A = NH, S; R; = H, Me, Phy R, = H, Me.
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Enmarcado también dentro del proyecto de investigacion sobre el disefio, sintesis y
evaluacién de la actividad antirretroviral de nuevos compuestos anti-VIH del laboratorio de
Sintesis del GEM, con el objetivo sintetizar compuestos capaces de inhibir la etapa de
transcripcion inversa, se ha desarrollado una ruta sintética para obtener analogos de HEPT 23,
1-[(2-hidroxietoxi)metil]-6-(tiofenil)timina, ver Figura 0.21."27*?l E| HEPT se sintetizd6 por

[129,130]

primera vez en 1989 por Tanaka y colaboradores para actuar como inhibidor competitivo

del sustrato natural de la enzima RT.

1
g
c/\z\m
Ry
, 16
POCI, . NaOH
" BTAC N
1 1
o o
JXL M NaOEt/NaOH HN~ "NH BTAC HN~ NH
+ RO OR— ~ Soch
HoN™ “NH, i o)\/&o POClao)\/kCI
1
Ry Ry
13 14 15 17
. R>—cl
agente sililante o
B K,CO3 /
Rs—ir —R3 X
/RZ 3 U = 20 =
HN™ °N HNJJ\N/RZ
=
o}\/ks “ NaBH, 5 %\%u
Ry |  TRs
= DMSO Ry
21 NaBH, 18
SH
| i R, = H, Me
= .
19 RZ:‘Z‘(_/\O/\/SI\
SN
MeO PCR OMe % 0N
Ss
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X K
R
HNJ\N 2
=
S)\/ks N R = H, 3-NH, 2,6-Cl, 3-Cl
Ry |  TRs
23 X=0,S

Figura 0.21. Ruta sintética desarrollada por el Sr. Puig de la Bellacasa para obtener analogos de HEPT
23. La estructura del HEPT corresponde a la estructura general 23 donde X = O, R' = Me,
R? = CH,0OCH,CH,0H y R® = H.['?®]

El presente trabajo se centra en la aplicacién de las técnicas de computacionales de
cribado virtual y de seleccién de compuestos de quimiotecas combinatorias para la sintesis de

analogos del AMD3100, concretamente en los siguientes objetivos.
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0.6. Objetivos.

32

Disefio, seleccidn y sintesis de una quimioteca de nuevos compuestos anti-VIH no
macrociclicos analogos al AMD3100 que actden previsiblemente como inhibidores
del receptor de quimiocinas CXCR4. Analisis SAR de los compuestos sintetizados

a partir de sus actividades anti-VIH.

Disefio, seleccion y sintesis de monociclamos sustituidos como nuevos inhibidores

de la unién del VIH-1 al correceptor de entrada del virus CXCR4.

Célculo y validacion de modelos QSAR a partir de los valores de actividad anti-VIH
de compuestos previamente sintetizados como inhibidores de la unién del virus a
CXCR4. Uso de estos modelos para predecir la actividad de nuevos compuestos

anti-VIH de la quimioteca disefiada inicialmente.

Desarrollo y validacion de modelos farmacoféricos de inhibidores de la unién del
VIH-1 al receptor de quimiocinas CXCR4, y posterior prediccion de actividad

anti-VIH de nuevos compuestos.
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Capitulo 1

1.1. Disefio de una quimioteca de analogos polinitrogenados del
AMD3100.

La entrada y la fusion del VIH a la célula se han validado como dianas para la
intervencion terapéutica contra la infeccion."? Los actuales leads con mayor actividad en este
ambito, como el AMD3100 (24) (antagonista de CXCR4 de la familia de los biciclamos),
TAK-779 o SCH-D (antagonistas de CCRS), presentan sistemas heterociclicos nitrogenados

separados por un espaciador aromatico o alifatico.

Entre todos los compuestos en estudio, los biciclamos con el AMD3100 como /ead
representan la familia que muestra una mayor actividad anti-VIH. Sin embargo, este compuesto
ha presentado falta de biodisponibilidad oral y cardiotoxicidad relacionados con su elevada
carga positiva a pH fisiolégico.m Por tanto, es necesario sintetizar una familia de compuestos
analogos al AMD3100 que solvente estas desventajas. En el presente trabajo se ha disefiado
una biblioteca de poliaminas 25 que presentan las principales caracteristicas del AMD3100
(24) (Figura 1.1):

a) un nitrégeno bencilico a cada lado del linker 1,4-fenilenbismetilénico,

b) una distancia similar entre los atomos de nitrogeno del anillo de ciclamo del
AMD3100 y los atomos de nitrégeno presentes a cada lado del linker

1,4-fenilenbismetilénico y los del sistema heterociclico 26.

e
[NH HNj\O\\/v

Figura 1.1. Estructura del AMD3100 (24) y estructura general de las poliaminas 25 de la quimioteca

disefiada.

" Durante el desarrollo del presente trabajo, el grupo de investigacion de D.C. Liotta publica un trabajo[‘”
que utiliza la misma estrategia de disefio de analogos del AMD3100 de estructura general 25, con una
aproximacion mas general ya que Ri y Rz no se restringen a los sistemas polinitrogenados 26. El
compuesto mas activo de su quimioteca (R1 = Rz = 2-aminopiridina) presenta mejor inhibiciéon de la union
de la quimiocina SDF-1 al receptor CXCR4 que el AMD3100, sin embargo en ensayos realizados en

cultivos celulares para determinar la propagacion del VIH resulté ser débilmente activo.
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El andlisis retrosintético de los compuestos objetivo de estructura general 27 lleva
como primer paso a una adicion de grupo funcional para obtener las iminas (si n # 0) o
hidrazonas (si n = 0) 28 correspondientes; estas hidrazonas también se han incluido en la
quimioteca. A continuacion se procede a una desconexion del enlace iminico, obteniéndose asi
el precursor tereftalaldehido (29) y dos unidades de sistemas polinitrogenados 26 (iguales si los
sistemas estan simétricamente sustituidos y diferentes si los sistemas no estan simétricamente

sustituidos) como se muestra en la Figura 1.2.

A
n 27

U Shk
Qﬂ,ﬁV@ﬂ N @

/@/CHO HzN'HFN si n=0 hidrazinas 30 R-NHNH,
* -
OHC 26 si n0 aminas 31 R-NH,
Rq/ Ry

Figura 1.2. Analisis retrosintético de los compuestos de la quimioteca de poliaminas 27 disefiada.

La via sintética que se utiliza para la obtencion de los compuestos de sustitucion
simétrica 32 y 33 de la quimioteca (cuando R; = R;) es la aminacion reductora del

tereftalaldehido (29) con las diferentes aminas 31 o acoplamiento del tereftalaldehido (29) con

C

las hidrazinas 30 (Figura 1.3).

OH
29
1)R1_NH2 R1_NHNH2
31 30
2) NaBH
Y
HMQAN/R‘] M©/\N/ h
H
R1/N R»]\N,N\
32 H 33

Figura 1.3. Esquema sintético para la obtencién de los compuestos simétricos 32 y 33 de la quimioteca.
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En el caso de los compuestos de la quimioteca de sustitucion no simétrica 32, 37 y 33 (cuando
R;# Ry) se modifica ligeramente la estrategia sintética (Figura 1.4). Las diaminas asimétricas
32 se sintetizan por aminacion reductora del 4-(dietoximetil)benzaldehido (34) con la amina
correspondiente, desproteccion del acetal para rendir el intermedio aminobenzaldehido 35 y
posterior aminacion reductora con otra amina. Las hidrazonas asimétricas 33 se obtienen por
condensacion del tereftalaldehido (29) con la hidrazina correspondiente, separacion
cromatografica del producto monosustituido (hidrazonobenzaldehido 36) y nuevo acoplamiento
con ofra hidrazina. Los productos del tipo aminohidrazona 37 se pueden obtener a partir del
intermedio aminobenzaldehido 35 por acoplamiento con una hidrazina, o a partir del intermedio

hidrazonobenzaldehido 36 por reaccion de aminacién reductora con una amina.

CHO
It
OHC
OHC™ "3 29
1) R1_NH2
31 3
2) NaBH, Ro ’;‘g’NHZ
3) HCI/ H,0
CHO X, N
H N R,
N
H2 Ro— NHNHz 1)R1 H2 Ri— NHNH2
NaBH4 NaBH4
H
. . -N.
H ” H SN R2 N R,
N /N Risy-
R R¢ \
32 37 H 33

Figura 1.4. Esquema sintético para la obtencién de los compuestos no simétricos 32, 37 y 33 de la

quimioteca.
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Inicialmente, la seleccién de building blocks polinitrogenados hidrazinas 30 y aminas 31
se basa en la disponibilidad comercial de los compuestos que cumplen las siguientes

condiciones:

- presencia de un heterociclo nitrogenado (piperidina, piperazina, morfolina,

pirrolidina, imidazol y triazol),

- union del heterociclo nitrogenado a una cadena alquilica (o sin cadena alquilica en

el caso de hidrazinas),

- grupo amino terminal unido a la cadena alquilica (o al heterociclo en el caso de

hidrazinas).

El resultado de la busqueda de compuestos nitrogenados comerciales 30 y 31 que
cumplen las condiciones anteriormente detalladas resulta en 18 compuestos formados por los
heterociclos piperidina, piperazina, morfolina, pirrolidina, imidazol y triazol, separados por un
espaciador —(CH;),- (donde n=0, 2, 3) de un grupo amino terminal, sus estructuras se
muestran en la Figura 1.5. No obstante, se prevén potenciales problemas de solubilidad en los
disolventes utilizados para realizar los ensayos de actividad anti-VIH (DMSO, etanol y agua)
para los building blocks 30{12,17-18} 31{13-16}. Para comprobarlo, se sintetizaron las
correspondientes poliaminas simétricas 32 y 33 y resultaron insolubles, por lo que se
excluyeron del disefio. Por otra parte, los building blocks utilizados para generar el core de las

moléculas objetivo son tereftalaldehido (29) y 4-(dietoximetil)benzaldehido (34).

Una vez seleccionados los building blocks polinitrogenados, 3 hidrazinas 30{7-3} y 8
aminas 31{4-11} para la sustitucién en las posiciones R; y R, de la moléculas objetivo 32, 33 y
37, se construye y enumera la quimioteca virtual mediante el médulo Combichem del programa

Cerius2.”!
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core
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Figura 1.5. Estructura de los building blocks utilizados para generar el core: tereftalaldehido (29) y

4-(dietoximetil)benzaldehido (34). Estructura de los building blocks utilizados para los grupos poliaminicos

formados por aminas 31 e hidrazinas 30.

49



Capitulo 1

Se obtiene una biblioteca de 11x11 compuestos de estructura general 32, 33 y 37 que
se reduce a 66 moléculas debido a la simetria presente en su sustitucidén, es decir, un
compuesto donde la sustitucion es R1=30{7} y R,=31{5} es el mismo que R{=31{5} y R,=30{7}.
De manera que si se representa la quimioteca en una tabla donde las columnas corresponden
a R, y las filas a R, se pueden suprimir los compuestos por encima o por debajo de la diagonal
porque son equivalentes, ver Tabla 1.1.

Tabla 1.1. Representacion de los compuestos de la quimioteca de estructura general 32, 33 y 37, donde
R1 y R> corresponden a los building blocks poliaminados 30 y 31 utilizados. Se indican en rojo las
dihidrazonas de estructura general 33, en verde las aminohidrazonas de estructura general 37 y en azul

las poliaminas de estructura general 32.

R1

10 | 1-10|2-10|3-10 |4-10 | 5-10|6-10 | 7-10 | 8-10 | 9-10 |10-10

11 | 1-11{2-11|3-11|4-11|5-11|6-11 | 7-11|8-11 | 9-11 [10-11|11-11

<N N

< X, No
N2 N R, N"R,

H H H
RN RN Risg N

1 1
32{x,y} 37{x,y} H 33{x,}
x=4-11, y=4-11 x=4-11, y=1-3 x=1-3, y=1-3
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1.2. Seleccidn de compuestos de la quimioteca virtual con PRALINS.

La seleccion de compuestos se ha realizado mediante el uso del programa
PRALINS®® (Program for Rational Analysis of Libraries in Silico) desarrollado en el Laboratorio
de Disefio Molecular del GEM en el 1QS.

Se han seguido las siguientes etapas:

- Optimizacion de la estructura 3D de los compuestos de la quimioteca mediante el
force field MMFF94 hasta un gradiente de 0.001 kcal/mol utilizando el programa
MOE."!

- Calculo de descriptores moleculares 2D y 3D a partir de la estructura optimizada
(Anexo 1).

- Reduccion de la dimensionalidad mediante un analisis de componentes principales
(PCA) utilizando el programa MOE.

- Seleccion de los compuestos diversos utilizando PRALINS a partir de los PCA

calculados.

1.2.1. Descriptores moleculares.

Los descriptores moleculares son el resultado de un proceso légico y matematico que
transforma la informacién quimica codificada en una representacion simbdlica de una molécula

en un numero o en el resultado de un experimento estandarizado.""”

Se caracterizan los compuestos de la quimioteca utilizando diferentes descriptores:
descriptores 2D (fisicoquimicos, topolégicos, topoldgicos basados en teoria de la informacion) y
descriptores 3D (de energia potencial, de superficie, forma y volumen), ver Anexo 1. Los
descriptores 2D utilizan solamente los atomos y la informacién de la conexion de la molécula
para el calculo, por tanto, no dependen de la conformacién de la molécula, mientras que los
descriptores 3D utilizan informacion sobre las coordenadas internas de la molécula sin tener en
cuenta la rotacion y fraslacion de la conformacion (para los descriptores 3D internos), e
informacién sobre las coordenadas absolutas de una molécula (para los descriptores 3D

externos).
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1.2.2. Anédlisis de componentes principales (PCA).

El objetivo del analisis de componentes principales es reducir la dimensionalidad de un
conjunto de descriptores moleculares por transformacién lineal de los datos. Frecuentemente,
los descriptores moleculares estan correlacionados entre ellos y difieren en su escala relativa.
Esto puede suponer un problema al realizar un analisis de diversidad basado en la distancia
porque no se puede usar una métrica euclidea directamente y al realizar regresiones ya que se
pueden dar efectos de correlacion. El analisis por PCA calcula un nuevo conjunto de

descriptores no correlacionados y normalizados (media 0 y varianza 1).

El proceso que se ha seguido para realizar esta seleccion es en primer lugar
caracterizar los compuestos de la quimioteca utilizando diferentes descriptores: descriptores 2D
(fisicoquimicos, topolégicos, topolégicos basados en teoria de la informacién) y descriptores 3D
(de energia potencial, de superficie, forma y volumen) y a continuacion reducir la
dimensionalidad mediante un analisis de componentes principales (PCA). Se seleccionan las
cinco primeras componentes principales (que explican un 90% de la varianza) como
parametros de entrada para la agrupacién en clusters de los compuestos de la quimioteca con
PRALINS.

1.2.3. Seleccién de compuestos con PRALINS.

Una vez caracterizada la biblioteca mediante las componentes principales, se procede
a la seleccidon de 20 compuestos diversos utilizando el programa PRALINS, mediante la
agrupacion de los compuestos de la quimioteca en clusters jerarquicos (HRC). Se utilizan
diferentes métodos de clustering implementados en el software: HRC average (o0 método
centroide), HRC single (0 método del vecino mas cercano), HRC complete (o método del
vecino mas lejano), HRC ward (o método de Ward) y HRC groupaverage (0 método de la

media de grupo).
Los pasos que sigue el programa PRALINS para el clustering son los siguientes:

1. Calcular la matriz triangular de distancias euclideas entre todos los pares de
compuestos; inicialmente cada molécula se considera un cluster aislado o

singleton.

2. Buscar el par de clusters con menor distancia y unirlos en un cluster comun,

reemplazando el original.

3. Actualizar la matriz de distancias segun el método deseado (férmula de Lance-

Williams, ver Ecuacién 1.1y Tabla 1.2),""!

Ay iy = ady; + B+ j +7jdy —dy | [1.1]

donde iy j son los clusters que se juntan y se actualiza la distancia a otro cluster k.
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Tabla 1.2. Constantes de la ecuacion de Lance-Williams para los distintos tipos de clustering

Jerérquico. Las variables i y j representan los clusters que se juntan en un nuevo cluster k y nj, n,

ny representan el nimero de compuestos en los clusters i, j y k respectivamente.

a B () Y
HRC complete 0.5 0.5 0 0.5
HRC groupaverage 0.5 0.5 -0.25 0
HRC single 0.5 0.5 0 -0.5
n; nj —ninj
HRC average VR 0
N +n; N +n; (ni+nj)
n, +n; N +N; —Ny
HRC ward 0
N +N; +n; N +N; +n; N +N; +n;

4. Repetir los pasos 2 y 3 hasta obtener el numero de clusters deseados.
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Se representa la agrupacion de los compuestos de la quimioteca en clusters, en
funcion de la distancia euclidea entre cada uno de los compuestos o grupo de compuestos

formados en la iteracion anterior, mediante dendogramas (Figura 1.6).
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Figura 1.6. Dendogramas de la agrupacion en clusters con PRALINS utilizando los diferentes métodos de

Distancia

clustering jerarquico: single, complete, average, groupaverage y Ward sobre la quimioteca disefiada.
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Se compara el numero de compuestos obtenidos en cada cluster segun el método
utilizado y se escoge el que realiza una agrupacion mas equilibrada, es decir, que distribuye los
compuestos de la quimioteca disefiada de una manera mas equitativa dentro de los diferentes
grupos. El resultado obtenido de la distribucidén de los compuestos de la quimioteca aplicando
el método HRC average no es equilibrado, como se puede observar en la Figura 1.7, la mayor
parte de los compuestos estan agrupados en un Unico cluster mientras que el resto de clusters
estan formados por un solo compuesto. Lo mismo ocurre con el método HRC single, aunque en
vez de agrupar la mayor parte de los compuestos en un mismo cluster, los distribuye en dos
clusters principales y el resto estan practicamente formados por un solo compuesto. Los fres
métodos restantes, HRC complete, Ward y groupaverage realizan una distribucion equilibrada
de los compuestos de la quimioteca. Se selecciona el método de Ward por referencias a otros
ensayos realizados en nuestro grupo por la Dra. Rabal sobre otro tipo de quimiotecas,[s] ya que

en general ha permitido obtener unos resultados mas equilibrados.

45
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B HRC average BHRC single DHRC complete BHRC Ward BHRC groupaverage

Figura 1.7. Gréfico del nimero de compuestos por cada cluster segtin el método de clustering jerarquico

utilizado.
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Una vez escogido el método de Ward, se selecciona un compuesto de cada cluster
generado con este método. En la Figura 1.8 se muestran los veinte compuestos diversos
seleccionados por PRALINS para explorar el espacio quimico representado por la quimioteca
disefada. De esta manera se ha reducido el nUmero de compuestos a sintetizar sin reducir

presumiblemente la probabilidad de encontrar hits y/o leads.

1-1

2-2 [

2
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e
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36 6-6 ""Wﬂ”’t ]
N - a - ;!‘-:";'5. a
T LTSS
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Figura 1.8. Izquierda: compuestos seleccionados de la quimioteca mediante PRALINS aplicando un
criterio de diversidad y utilizando el método de Ward. Derecha: representacién en funcion de las tres
primeras componentes principales los compuestos seleccionados (amarillo) y del resto de compuestos de

la quimioteca (azul).
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1.3. Prediccion de propiedades ADME-Tox.

1.3.1. Introduccioén.

Las interacciones de un farmaco con un sistema bioldgico se pueden agrupar de la

siguiente manera:'?

- Propiedades farmacocinéticas o efecto del sistema biolégico sobre el farmaco:
- Absorcion
- Distribucion
- Metabolismo
- Excrecién

- Propiedades farmacodinamicas o efecto del farmaco sobre el sistema bioldgico:
- Actividad
- Toxicidad

Las propiedades moleculares de absorcion, distribucidon, metabolismo, excrecion
(ADME) y toxicidad (Tox) son cruciales en el disefio de farmacos. Muchos candidatos a
farmacos son descartados debido a propiedades ADME-Tox insatisfactorias. Se han
desarrollado métodos de modelado in silico de las propiedades ADME-Tox que permiten
seleccionar aquellos compuestos que presentan unas propiedades farmacocinéticas vy
farmacodinamicas adecuadas y asi reducir los costes y el tiempo invertidos en las fases

posteriores de desarrollo de un farmaco.

Un pardmetro importante en el disefio de nuevos farmacos es la biodisponibilidad, que
se define como la cantidad de farmaco disponible en los tejidos para interactuar con su
receptor. Esta relacionado con la solubilidad del farmaco, su unioén a las proteinas plasmaticas,

su metabolismo hepéatico y la eliminacién renal.l"

Después de la administracion un farmaco debe llegar a su diana terapéutica. La forma
mas habitual de administracion es por via oral, y por lo tanto, el farmaco debe cruzar la
membrana intestinal para llegar al torrente sanguineo. La absorciéon intestinal ocurre después
de que el farmaco se haya disuelto. El siguiente paso es la distribucién de un farmaco hasta su
diana terapéutica, ademas de los diferentes tejidos y érganos del organismo, y depende de su
uniéon a las proteinas plasmaticas, en general a las albuminas. Esta unién es un proceso
dinamico y generalmente reversible donde la disociacién del complejo proteina-farmaco ocurre
rapidamente de manera que no es un factor limitante en la absorcion del farmaco en su érgano
diana." El metabolismo se define como las transformaciones que sufre un farmaco para
facilitar su eliminacion del organismo. La mayoria de estas biotransformaciones ocurren en el

higado por accioén de unas enzimas de la familia del citocromo P450, cuya inhibicion causa la
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acumulacion de farmaco en el organismo y por lo tanto toxicidad.I” Finalmente, los metabolitos
generados o el farmaco sin transformar se eliminan del organismo por excrecién generalmente

a través de la orina o de heces (Figura 1.9).

Absorcion

Propiedades
ADME

Metabolismo Distribucion

Citocromo P450 ; : .‘,: Proteinas plasmaticas

Excrecion

Figura 1.9. Esquema ADME de un farmaco.

1.3.2. Métodos utilizados para la prediccion de propiedades ADME-Tox.

La prediccion de las propiedades ADME-Tox en el presente trabajo se ha realizado con
el programa Accord para Excel.!"® La absorcion intestinal humana después de la administracion
oral del farmaco se define como el porcentaje de farmaco que pasa al torrente sanguineo. El
modelo que se utiliza para esta prediccion se desarroll6 a partir de 182 compuestos y utiliza los
descriptores AlogP98 (coeficiente de particion octanol/agua) y PSA (area polar de la superficie
2D). El resultado obtenido es una clasificacion de los compuestos en cuatro niveles, desde una
buena absorcion (nivel 0) a una absorcién muy baja (nivel 3). Se define que un compuesto con

buena absorcién debe presentar al menos un 90% de paso al torrente sanguineo.m]

La solubilidad acuosa de un farmaco se puede relacionar directamente con su
biodisponibilidad oral, de manera que cuanto mayor es su solubilidad, mayor es su
biodisponibilidad oral. EI modelo utilizado en la predicciéon de la solubilidad acuosa (basado en
descriptores 2D) fue desarrollado con un training set de 775 compuestos cuyo peso molecular

esta comprendido entre 50 y 800 Da, e incluye gran variedad de grupos funcionales.!"® Este
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modelo permite clasificar los compuestos en cinco niveles segun su solubilidad, desde

extremadamente poco solubles (nivel 0) a muy solubles (nivel 5).

Otro parametro en estudio es la penetracion de la barrera hematoencefalica. En el caso
de farmacos cuya diana terapéutica no es el sistema nervioso central, es importante que no
atraviesen la barrera hematoencefalica ya que pueden ocasionar graves efectos secundarios.
Esta propiedad se estima mediante un modelo desarrollado a partir de 102 compuestos y
permite clasificar las moléculas en cuatro niveles, desde una penetracion baja (nivel 3) a una

muy alta (nivel 0).

También se estudia el efecto de los compuestos como inhibidores de la enzima
CYP2D6 del citocromo P450. El modelo de clasificacion binaria utilizado en la prediccion fue
desarrollado a partir de 100 compuestos diversos y expresa el resultado como inhibidor (clase
1) 0 no inhibidor (clase 0).'** E| resultado deseado para los compuestos estudiados es que no

presenten inhibicion de esta enzima.

El modelo de prediccion de hepatotoxicidad se desarrollé a partir de 382 compuestos
con toxicidad hepatica conocida y permite clasificar nuevos compuestos en téxicos (clase 1) y

no téxicos (clase 0).1'%

Finalmente, la unidon de moléculas a las proteinas plasmaticas se predice segun el valor
del descriptor AlogP98, de manera que clasifica los compuestos en tres niveles: nivel 0
corresponde a una unién inferior al 90%, nivel 1 corresponde a una unién entre el 90 y 95%, y
el nivel 2 corresponde a una unién superior o igual al 95%.?" Este parametro influye en la
distribucion del farmaco en el cuerpo, si el farmaco no se une a las proteinas plasmaticas no
llega a su diana terapéutica, interesa tener un valor elevado de unién a proteinas plasmaticas
pero no una union irreversible, siempre debe haber un equilibrio para que el farmaco se pueda

liberar y actuar sobre su diana.

1.3.3. Resultados de la predicciéon de propiedades ADME-Tox.

Se predicen las propiedades ADME de los compuestos de la quimioteca disefiada con
potencial actividad anti-VIH. El resultado obtenido determina que ninguno de estos compuestos
es inhibidor de la enzima CYP2D6. Sélo uno de ellos, 32{6,6}, y el compuesto de referencia
AMD3100 resultan hepatotdxicos. En general todos presentan buena absorcion intestinal y una
union a las proteinas plasmaticas superior al 90% (Tabla 1.3). La prediccion determina que
solamente 33{7,2}, 33{2,2} y 37{2,8} presentan una penetracion alta de la barrera
hematoencefalica, propiedad poco deseable en un farmaco cuya diana terapéutica no sea el
sistema nervioso central por los efectos secundarios que puede ocasionar sobre el mismo. La
mayoria de compuestos de la quimioteca presentan buena solubilidad acuosa, excepto 33{2,2}

que resulta poco soluble en la prediccion.
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Tabla 1.3. Prediccion de la solubilidad y la unién a proteinas plasmaticas de los compuestos con actividad
antiviral de la quimioteca disefiada, se incluye la actividad antiviral expresada como ECsy en ug/mL. Los
niveles de penetracion de la barrera hematoencefalica oscilan entre 0 (muy alta) y 3 (baja). Los niveles de
solubilidad oscilan entre 0 (muy poco soluble) y 5 (muy soluble). Los niveles de unién a proteinas
plasmaticas son de 0 (sies < 90%), 1 (sies =290%) o 2 (si es 2 95%).

Compuesto . Penetraci(’),n_ Solubilidad Unidn a p,r(_)teinas
ematoencefalica acuosa plasméticas
33{1,1} 1 2 0
33{1,2} 0 2 1
33{1,3} 1 3 0
37{1,4} 1 3 1
37{1,5} 1 3 1
37{1,6} 2 3 2
31,7 1 5 9
37{1,8} 1 2 1
37{1,9} 1 3 1
37{1,10} 2 3 1
37{1,11} 2 3 1
33{2,2} 0 1 5
33{2,3} 1 2 0
37{2,4} 1 2 1
37{2,5} 1 2 1
37{2,6} 1 3 0
37{2,7} 1 2 ]
37{2,8} 0 2 1
37{2,9} 1 3 1
37{2,10} 1 3 1
37{2,11} 1 3 1
33{3,3} 2 3 0
37{3,4} 2 3 1
37{3,5) 2 3 ;
37{3,6} 2 3 2
37{3,7} 1 3 )
37{3,8} 1 3 1
37{3,9} 2 3 1
37{3,10} 2 3 1
37{3,11} 2 3 1
32{4,4} 2 3 5
32{4,5) 1 3 )
32{4,6} 2 4 5
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Compuesto . Penetracié'n_ Solubilidad Unién a p'r(.)teinas
ematoencefalica acuosa plasmaéticas
32{4,7} 2 4 5
32{4,8} 2 4 2
32{4,9} 2 3 1
32{4,10} 2 4 2
32{4,11} 2 4 5
32{5,5} 1 3 1
32{5,6} 2 4 2
32{5,7} 1 3 2
32{5,8} 1 3 1
32{5,9} 2 3 1
32{5,10} 2 3 1
32{5,11} 2 4 1
32{6,6} 3 4 5
32{6,7} 2 3 5
32{6,8} 2 3 2
32{6,9} 3 4 2
32{6,10} 3 4 2
32{6,11} 3 4 5
32{(7,7} 1 3 5
32{7,8} 1 3 2
32{7,9} 2 3 2
32{7,10} 2 3 3
32{7,11} 2 3 2
32{8,8} 1 3 1
32{8,9} 1 3 1
32{8,10} 2 3 2
32{8,11} 2 3 1
32{9,9} 2 4 1
32{9,10} 3 4 1
32{9,11} 3 4 1
32{10,10} 3 4 1
32{10,11} 3 4 1
32{11,11} 3 4 1
AMD3100 3 3 0
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Se compara el resultado de las predicciones de los compuestos de la quimioteca
disefiada con las del compuesto de referencia AMD3100. Este compuesto no inhibe la enzima
CYP2D6, aunque si resulta hepatotoxico. Ademas presenta una unién a las proteinas
plasmaticas inferior al 90%, una solubilidad acuosa media y una baja penetracion de la barrera
hematoencefalica. Se observa que en general, los compuestos de la quimioteca disefada
presentan una mayor union a las proteinas plasmaticas, de manera que pueden distribuirse de
manera mas eficaz por el organismo para llegar a su posible diana terapéutica. La solubilidad
de los compuestos de la quimioteca, en general es media-alta, esto resulta un factor positivo en
cuanto a la biodisponibilidad oral de estos compuestos aunque la prediccion de la solubilidad
del AMD3100 también es media y se ha demostrado que este compuesto presenta una baja

biodisponibilidad oral.”!

Por dltimo, la prediccion de la penetracion de la barrera
hematoencefalica de los compuestos de la quimioteca disefiada oscila entre baja y muy alta. A
priori solo se eliminaria 33{2,2} de la quimioteca debido a su baja solubilidad, pero como forma
parte del conjunto de 20 compuestos seleccionados con PRALINS se decide sintetizarlo y se
comprobar su solubilidad experimentalmente. Por lo tanto se consideran todos los compuestos
de la quimioteca disenada como inhibidores potenciales de la unién del VIH al correceptor

CXCRA4.
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1.4. Metodologia sintética.

1.4.1. Aminacién reductora.

La aminacion reductora es la reaccion de formacion de una amina a partir de un
compuesto carbonilico, del tipo aldehido o cetona, y una amina. En la literatura se han descrito
reacciones de aminacion reductora utilizando amoniaco, aminas primarias y aminas

secundarias.

En el caso de llevar a cabo la reaccién de aminacion reductora con una amina primaria
(Figura 1.10), la primera etapa es la formacion de un intermedio carbinolamina a partir del
compuesto carbonilico y la amina primaria, que seguidamente deshidrata para formar la imina
correspondiente (etapa lenta). La segunda etapa (la mas rapida) es la reduccion de la imina

formada en la etapa anterior para rendir el producto final.”??

R4 Rs3 Ri  Ra -H0 Ry (H] Rt Rs
=0 *+ H-N == RN JN-R; — )N
Ry H HO H *HO g 2 H

2'&32";0 amina primaria carbinolamina imina producto

Figura 1.10. Mecanismo de aminacién reductora entre un aldehido o cetona y una amina primatria.

En el caso de aminas secundarias hay dos mecanismos posibles en funcion de la
presencia o ausencia de atomos de hidrégeno en posicion o del carbonilo (Figura 1.11). Si hay
un atomo de hidrégeno en dicha posicion, se forma una carbinolamina intermedia a partir de la
amina secundaria y el compuesto carbonilico, que seguidamente deshidrata dando lugar a una
enamina intermedia. Esta enamina intermedia se reduce para obtener la amina deseada.
Mientras que si no hay un atomo de hidrogeno en posicion o de carbonilo, no se puede formar
la enamina intermedia, en este caso el mecanismo procede via hidrogendlisis de la

carbinolamina formada a partir del compuesto carbonilico y la amina secundaria.”?

Ry Rs R,Ry Rs MO Ry Rs [H Ri  Rs
ki N

0 + H-N =— ‘5N N \
sz R, HO R, *HO Rz—//_ R, RZ—/_ R,

aldehido/cetona  amina

conHena secundaria carbinolamina enamina producto
Ry Rs Ry Ry [H Ry Rs
)=O * H-N D Rzﬁ—N\ —_— )—N\
R, Ry HO R4 Ry R4
aldehido/cetona amina . )
sinHen a secundaria carbinolamina producto

Figura 1.11. Mecanismo de reaccién de aminacién reductora. Arriba: de un aldehido o cetona con H en «

Yy una amina secundaria. Abajo: de un aldehido o cetona sin H en « y una amina secundaria.
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La etapa de formaciéon de la imina a partir de una amina primaria y un aldehido o
cetona, o de formacién de la enamina a partir de un aldehido o cetona con hidrégeno en o y
una amina secundaria, se puede acelerar mediante la eliminacion de agua del medio de

reaccion ya sea con destilacion azeotrépica, tamiz molecular, MgSO,4 o Na,SO, anhidros.

Las iminas con un grupo arilo se conocen con el nombre de bases de Schiff, son
compuestos estables e incluso se pueden aislar, en comparacion con las iminas sin

sustituyente arilo, que descomponen o polimerizan facilmente.

La aminacion reductora de aldehidos y cetonas se ha llevado a cabo con una extensa
seleccion de reactivos. La seleccion de un reductor apropiado es crucial si se quiere llevar a
cabo una aminacién reductora directa, ya que debe reducir selectivamente a las iminas
formadas frente a los aldehidos o cetonas utilizados como reactivo de partida para obtener el
producto deseado. En cambio, si se lleva a cabo una aminacion reductora indirecta o por
etapas, es decir, en primer lugar se forma la imina a partir del aldehido o cetona y la amina
correspondientes y a continuacion se reduce dicha imina, la seleccién del agente reductor no
resulta tan critico.

En este ambito, los métodos mas comunes son la hidrogenacién catalitica,®>*¥

Zn/AcOH,® Et;SiH-TFA,?® BusSnH®"! y varios agentes reductores de la familia de los
borohidruros, como NaBH,,?*3* NaBH;CN,®>%*! NaBH(OAc)s,?®** resina de intercambio de

[40]

borohidruro®” y borano-piridina.”*"*® En algunos casos se emplea in situ un acido de Lewis

como ZnCl,, TiCl, y Ti(OiPr), para promover la condensacion entre la amina con el compuesto

carbonilico.”*

En la aminacién reductora con hidruros, la hidrogenacion con catalisis de platino,
paladio o niquel es un método econdémico y efectivo, pero su principal inconveniente es que no
es selectivo y presenta problemas de reacciones secundarias en presencia de otros grupos
funcionales susceptibles de reducirse. Por lo tanto, se prefieren agentes reductores mas

selectivos.

El cianoborohidruro sédico es un reductor estable en soluciones 4cidas
(aproximadamente hasta pH 3), es soluble en disolventes hidroxilicos, como MeOH, y presenta
selectividad en funcion del pH. A pH entre 3 y 4 reduce aldehidos y cetonas de manera
efectiva, pero dicha reaccién se enlentece al aumentar el pH. A pH entre 6 y 8 las iminas se
protonan preferentemente a los aldehidos/cetonas y se reducen mas rapido que estos ultimos.
Por tanto, este reductor permite llevar a cabo una reduccién selectiva de iminas a pH
basico.**** Los principales inconvenientes en el uso de cianoborohidruro sédico como agente
reductor es el gran exceso de amina de partida que se debe utilizar en la reaccion,
contaminacion del producto deseado con subproductos, su elevada toxicidad y la toxicidad de
los subproductos generados en el work up de la reaccion como HCN y NaCN. Dados estos

inconvenientes se prefiere el uso de otro agente reductor.
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Otro reductor selectivo de iminas es el triacetoxiborohidruro sédico, que resuelve los
problemas que ocasiona el reductor anterior e incluso se puede generar in situ a partir de
NaBH, y el correspondiente acido carboxilico.”®*® Sin embargo, en la reaccion de aminacién
reductora de aldehidos con aminas primarias es muy frecuente la dialquilacion como reaccién
secundaria. Ademas, actia como reductor selectivo de iminas frente a aldehidos cuando la
reaccion se realiza en disolventes polares aproticos, pero no en metanol, donde la reduccién
del carbonilo es una reaccién en competencia con la reduccion de la imina formada, o en agua,
que reacciona con el triacetoxiborohidruro sédico. Dada la dificultad de separacion del producto
de dialquilacion del de monoalquilacion y la limitacion en la eleccién del disolvente, se descarta

el uso de este agente reductor.®”)

Por tanto, la alternativa preferida es la aminacion reductora indirecta, es decir, en
primer lugar se lleva a cabo una primera etapa de condensacion entre el aldehido y la amina
para generar la imina correspondiente, seguida de una segunda etapa de reduccion de la imina
formada con NaBH, para obtener la amina objetivo. Abdel-Magid y colaboradores estudiaron la
velocidad de formacion de iminas a partir de aldehidos y aminas primarias en diferentes
disolventes, THF, DCE y MeOH. Concluyeron que las reacciones realizadas en medio
metandlico eran mas rapidas y se obtenian conversiones practicamente cuantitativas en

comparacion con los otros disolventes ensayados.m]

En conclusion, se realizaran aminaciones reductoras indirectas de aldehidos con
aminas primarias y secundarias. Constan de una primera etapa de formaciéon de las iminas
donde se utilizara MeOH como disolvente, y tamiz molecular 4 A o Na,SO, como agente
deshidratante, y una segunda etapa de reduccién de la iminas formadas utilizando NaBH, como

agente reductor.
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1.4.2. Condensacion de aldehidos o cetonas con hidrazinas.

La formacion de hidrazonas ocurre por condensacion entre un compuesto carbonilico
del tipo aldehido o cetona y una hidrazina (Figura 1.12). La reaccién transcurre de manera
analoga a la condensaciéon entre la amina y el compuesto carbonilico de la aminacion
reductora. Sin embargo, dado que las hidrazonas son mas estables que la iminas por

748 gstas

contribucion del nitrégeno adicional en la deslocalizacién electrénica (Figura 1.13),
se pueden aislar y guardar sin problemas, siendo innecesaria la inmediatez de la etapa

posterior de reduccion.

Ry Rs Ri 4 Rs -H0 R, Rs
=0 + H,N-N == Ry >—N-N =N-N
R, H HO Ry *HO R, Ry

aldehido  hidrazina

cetona hidrazona

Figura 1.12. Mecanismo de formacién de hidrazonas a partir de un aldehido o cetona y una hidrazina.

R, Rs R4 +Rs
)=N-N -— >—N=N
R2 R4 R2 R4

Figura 1.13. Deslocalizacion electronica de las hidrazonas.

1.4.3. Estrategia de obtencién de los compuestos de la quimioteca

disefada.

1.4.3.1. Estrategia de obtenciéon de diaminas simétricas 32{x,x}.

Figura 1.14. Estructura general de las diaminas simétricas 32{X,x}.

La obtencion de las diaminas simétricas 32{x,x} se lleva a cabo por reaccion de
aminacion reductora por etapas de 1 mol de tereftalaldehido (29) y 2 moles de amina 31{4-11}
en MeOH anhidro y en presencia de tamiz molecular como agente deshidratante. En la primera

etapa se forma la diimina intermedia 38, y a continuacion se lleva a cabo la segunda etapa de
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reduccién de dicha diimina 38 con 2 moles de NaBH, para rendir la diamina objetivo 32{x,x}
(Figura 1.15).

CHO 1) MeOH, tamiz molecular N/R
+ R—NH, H H
OHC 2) NaBH, R’

29 31{x} 32{x,x}
x=4-11 x=4-11
X, R
AT
R~ NS
38{x,x}
x=4-11

Figura 1.15. Obtencién de diaminas simétricas 32{x,x} por reaccién de aminacién reductora por etapas de

tereftalaldehido (29) y la amina correspondiente 31{x}.

La imina intermedia 38 se puede aislar dado que la conjugacion del enlace C=N con el
anillo aromatico estabiliza este tipo de compuestos. Sin embargo, puesto que el objetivo es la

diamina 32{x,x} y no el intermedio diiminico 38, se reduce directamente este intermedio.

El seguimiento de la reaccién no se puede realizar por CCF porque las iminas 38
formadas se hidrolizan sobre la fase estacionaria (silica o alumina) y como productos de
hidrélisis se obtienen los propios reactivos, es decir, tereftalaldehido (29) y amina 31. Es
necesario realizar el seguimiento de la reaccion mediante 'H-RMN donde se puede identificar
la formacion de la imina 38 por la aparicion de un singlete correspondiente al protén del grupo
—CH=N- hacia 8 ppm y la desaparicion del singlete del proton de los grupos —CHO hacia

10 ppm.

1.4.3.2. Estrategia de obtencion de dihidrazonas simétricas 33{x,x}.

H

X, N
\/©/\N )
R\N/N\

H 33{x,x}

Figura 1.16. Estructura general de las dihidrazonas simétricas 33{x,x}.
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La obtencién de las hidrazonas simétricas 33{x,x} se lleva a cabo por condensacién de
1 mol de tereftalaldehido (29) con 2 moles de hidrazina 30{7-3} en MeOH anhidro y en

presencia de tamiz molecular (Figura 1.17).

H
MeOH x
/©/CHO R NHNH tamiz molecular V(jAN/N‘R
+ R— 2
OHC R‘N’N\
29 30{x} H 33{xx}
x=1-3 x=1-3

Figura 1.17. Obtencion de hidrazonas simétricas 33{x,x} por condensacién de tereftalaldehido (29) y la

hidrazina 30{x} correspondiente.

El seguimiento de la reaccion por 'H-RMN permite identificar la formacién de la
hidrazona 33{x,x} por la aparicion de la sefial correspondiente al proton del -CH=N- como un
singlete hacia 8 ppm y la desaparicion del singlete del protéon de los grupos —CHO hacia

10 ppm.

1.4.3.3. Estrategia de obtencién de diaminas no simétricas 32{x,y}.

Figura 1.18. Estructura general de las diaminas no simétricas 32{x,y}.

La sintesis de compuestos de sustitucion no simétrica se puede abordar mediante dos

estrategias diferentes de monofuncionalizacion:
- condiciones de reaccion que favorezcan la monosustitucion
- uso de un grupo protector

La obtencién de la monoimina 39 seria posible utilizando unas condiciones de reaccién
que favorezcan la monosustitucion frente a la disustitucion (en que se obtendria la diimina
simétrica 38), como pueden ser el uso de un exceso de tereftalaldehido (29) respecto a la
amina 31, realizar la reaccién en alta dilucién, realizar una adicién lenta de la amina 31
correspondiente, etc. El inconveniente de esta via es que, aun favoreciendo la monosustitucion,

se obtendran también el producto disustituido 38 y quedara un exceso de tereftalaldehido (29).
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La manera de aislar el producto monosustituido 39 seria por cromatografia de columna, pero
no se puede realizar con las iminas porque se hidrolizan sobre la fase estacionaria (gel de
silice). Otra opcion seria reducir la imina 39 formada para obtener la amina 40 correspondiente,
pero en este caso también se reduciria el grupo aldehido a alcohol y no estaria presente el
grupo aldehido necesario para realizar la segunda aminacion reductora y poder obtener la

diamina de sustitucion no simétrica 32{x,y} (Figura 1.19).

CHO
OHC \

29 31{x) 38{x 1} 3903
x=4-11 x=4-11 x=4-11
‘ NaBH,
32{x,x} 40{x}
x=4-11 x=4-11

Figura 1.19. Reaccién de obtencién de la monoimina 39 a partir de tereftalaldehido (29) y la amina 31
correspondiente, se obtendrian también la diimina simétrica 38 y quedaria exceso de tereftalaldehido (29).
Una etapa posterior de reducciéon con NaBH4 reduciria las iminas a grupos amino pero también los grupos

aldehido a alcoholes.

El uso de un grupo protector (GP) sobre uno de los grupos aldehido del tereftalaldehido
permitiria realizar la aminacién reductora sobre el aldehido libre 42 con una primera amina 31
y, tras una etapa de desproteccion que permitiese recuperar el otro grupo aldehido 44, realizar
una segunda aminacioén reductora con otra amina 31 diferente de la primera, rindiendo asi el

compuesto objetivo del tipo diamina no simétrica 32{x,y} (Figura 1.20).

aminacion

CHO reductora NEA
O + R1_NH2 _— H
GP
. 3144 D
x=4-11 x=4-11
desproteccion
aminacion
Ry reductora
H H - + RZ_NHZ
_N
Rz
32{x,y} 44{x} 31{y}
x=4-11, y=4,11 x=4-11 y=4-11

Figura 1.20. Estrategia de sintesis de compuestos del tipo diaminas no simétricas 32{x,y} con uso de

grupo protector (GP).
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Esta segunda estrategia posibilita la obtencion de las diaminas 32{x,y} objetivo

mediante una sintesis de tres pasos.

Una vez seleccionada esta segunda estrategia sintética, se debe escoger un grupo
protector de aldehidos que resista las condiciones de la reaccién de aminacién reductora y el
aislamiento: disoluciéon metandlica basica, disolucién acuosa basica y el reductor NaBH,. Los
acetales cumplen todos estos requisitos, y se desprotegen en condiciones de reaccién suaves
que no interaccionan con la amina formada y con rendimientos elevados. Generalmente los
acetales se desprotegen mediante hidrdlisis acida utilizando disoluciones acuosas de acidos

4951 concretamente se utilizara HCI acuoso diluido.”? Se realiza una busqueda de

proéticos,
acetales en bases de datos de reactivos comerciales y se selecciona el

4-(dietoximetil)benzaldehido (34) como reactivo para generar el core.

X, .R
N
EtO
OFt 450x)
x=4-11
1) MeOH
CHO tamiz molecular N1R1
+ R1_NH2 H
EtO 2) NaBH, EtO
34 31{x} 46{x}
OEt x=4-11 OBt =411
HClyq 2M
1) MeOH
tamiz molecular
H H 2 2
_N 2) NaBH, OHC
Ry H 31
32{x,y} 35{x} {v
x=4-11, y=4-11 x=4-11 y=4-11
.R
\/@/\H 1
RZ/N\
47{x,y}
x=4-11, y=4-11

Figura 1.21. Via sintética para la obtencién de las diaminas no simétricas 32{x,y}, siendo x # y.

Experimentalmente se realiza la aminacion reductora a partir de cantidades
equimolares de 4-(dietoximetil)benzaldehido (34) y de una primera amina 31{x}, seguida de la
reduccion de la imina 45 formada con una cantidad equimolar de NaBH, para obtener un
intermedio aminoacetédlico 46 que se desprotege en HCl,, rindiendo un compuesto del tipo
aminoaldehido 35. Sobre dicho compuesto se lleva a cabo una segunda aminacion reductora
con una cantidad equimolar de otra amina 31{y} diferente de la primera, de manera que se

obtienen las diaminas no simétricas 32{x,y} (Figura 1.21).
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1.4.3.4. Estrategia de obtenciéon de dihidrazonas no simétricas 33{x,y}.

H

N
e
Roy N

H 33{x,y}

Figura 1.22. Estructura general de las dihidrazonas no simétricas 33{x,y}.

En la sintesis de dihidrazonas no simétricas 33{x,y} no se puede utilizar la estrategia
anterior, en que se protege uno de los grupos aldehido con un acetal dietilico, porque en las
condiciones de reaccién de desproteccion de dicho acetal, medio acuoso acido, también se
produce la reaccion de hidrdlisis de la hidrazona al aldehido y la hidrazina correspondientes.
Las hidrazonas son mas estables que las iminas y no se hidrolizan sobre silica o alimina, y por
tanto se pueden purificar por cromatografia de columna. Por tanto se puede utilizar la primera
estrategia sintética planteada para las diaminas no simétricas 32{x,y}, es decir, unas
condiciones de reaccion que favorezcan la formacién de la monohidrazona 36 frente a la
dihidrazona 33{x,x}. Concretamente, se trabaja en presencia de un exceso dos veces superior
de tereftalaldehido (29) frente a hidrazina 30 y se realiza una adicién lenta de dicha hidrazina
30 sobre una disolucién en MeOH del aldehido 29. Una vez acabada la reaccion se obtiene el
producto monosustituido deseado (hidrazonoaldehido 36), exceso de tereftalaldehido (29) y
una pequena cantidad de producto de disustituciéon 33{x,x} cuya formaciéon no se ha podido
evitar. Dicha mezcla se puede separar por cromatografia de columna (gel de silice) y se aisla el
producto de monosustitucion 36. A continuacién, se realiza una condensacion con cantidades
equimolares del intermedio hidrazonoaldehido 36 obtenido con una hidrazina 30 diferente de la

primera para obtener la dihidrazona no simétrica 33{x,y} (Figura 1.23).

R2_NHN H2
300

OHC
29
+
H
CHO N ,H\ Xy -N<
+ N R1 y= -3 N R1
R1_NHNH2 RZ\ /N
OHC MeOH onc MeOH NS

29 30{x} 36{x} H 33{x,y}
x=1-3 x=1-3 x=1-3, y=1-3
+

SN
\/©/\N/ \R1
R N
1\N/ N
H

33{x,x}
x=1-3

Figura 1.23. Via sintética utilizada en la obtencién de dihidrazonas no simétricas 33{X,y}.
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1.4.3.5. Estrategia de obtencién de aminohidrazonas 37{x,y}.

N
H N R
_N

Ry
37{x.y}

Figura 1.24. Estructura general de las aminohidrazonas no simétricas 37{x,y}.

Las aminohidrazonas 37{x,y} se pueden obtener a partir de los intermedios
aminoaldehido 35 o hidrazonoaldehido 36 sintetizados para la obtenciéon de diaminas no
simétricas 32{x,y} (Figura 1.18) y dihidrazonas no simétricas 33{x,y} (Figura 1.22)
respectivamente. Si se utiliza el aminoaldehido 35 como reactivo, se lleva a cabo una reaccion
de condensacion con una hidrazina 30{7-3} (en cantidades equimolares) para rendir la
aminohidrazona 37{x,y} (Figura 1.25). En cambio, si se utiliza el hidrazonoaldehido 36 se
realiza una reaccion de aminacion reductora de dicho compuesto con la amina 31{4-11}
correspondiente (en cantidades equimolares) y posterior reduccién de la imina 48 formada con

NaBH, para rendir la aminohidrazona 37{x,y} (Figura 1.25).

N
H
x=4-11 y=1-3 X

.R
OHC \ Ry
35{x} 3Ly} R N
2N N/
H 37{x,y}

/ x=4-11, y=1-3
1) MeOH

CHO
- Nﬁ +  Ry—NH, tamiz molecular
2N 2) NaBH,
36{y} 31{x}
y:1-3 x=4-11
X, R
L \/@/\N 1
RZ\N/N\ -
H 48{x,y}
x=4-11, y=1-3

Figura 1.25. Via sintética utilizada en la obtencion de aminohidrazonas 37{X,y}.
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1.5. Evaluacién de la actividad anti-VIH y del modo de acci6én de un

farmaco.

La evaluacion de la actividad anti-VIH y del modo de accién de los compuestos
sintetizados se realiza en el grupo del Dr. Esté en el Laboratorio de Retrovirologia de la

Fundacion IrsiCaixa del Hospital Universitari Germans Trias i Pujol.

La determinacién de la actividad anti-VIH se realiza mediante un ensayo de colorimetria
que utiliza el MTT, bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazoilo, de color amarillo a
sal de formazan, de color liloso. Las células vivas y metabolicamente activas son capaces de
reducir el MTT a formazan. Se utilizan células MT-4 (linea celular de células T humanas
aisladas de un paciente con leucemia de células T) y se infectan con la cepa salvaje de
VIH-1\14.3, que presenta tropismo X4.

Se determina la actividad anti-VIH-1 expresada como ECs, (concentracién efectiva 50 o
concentracién necesaria para inhibir el 50% de muerte celular inducida por el VIH-1) y la
toxicidad celular expresada como CCsq (concentracién citotéxica 50 o concentracion necesaria
para inducir el 50% de muerte celular inducida por la toxicidad del compuesto) en base a la
viabilidad de las células MT-4 infectadas o no infectadas con el virus respectivamente, a
diferentes concentraciones de los compuestos a analizar disueltos en DMSO. Las células MT-4
se dejan proliferar durante 5 dias y se cuantifica el nimero de células viables mediante el

método colorimétrico MTT.[2%%4

Como compuestos de referencia se utiliza el biciclamo AMD3100 que es un inhibidor
del correceptor CXCR4 y cuyo valor de ECsy es 0.001 ug/mL, y el polisacarido sulfato de
dextrano (DS) que es un inhibidor de la unién del virus a la célula por interaccién con la

proteina viral gp120 y cuyo valor de ECsy es 0.011 pug/mL.

El modo de accidon de un compuesto se determina mediante ensayos de tiempo de
adicion del compuesto y por inhibiciéon de la unién de anticuerpos monoclonales especificos de

un correceptor en presencia del compuesto.

El ensayo del tiempo de adicidon consiste en sincronizar una infeccion de células y
posteriormente se adicionan los compuestos a ensayar a diferentes tiempos de postinfeccion.
El objetivo del ensayo es determinar en qué momento deja de inhibir la infeccion cada
compuesto y se evalia mediante la cuantificacion de la producciéon de antigeno viral CAp24
(proteina p24 del core de la capside viral) en cada punto a 30 horas postinfeccion (que es el
tiempo en que se ha dado un ciclo completo de replicacién). En la Figura 1.26 se observa el
perfil de las curvas de un inhibidor de fusién del virus y la célula (C34), un inhibidor de la unién
de la proteina viral gp120 al receptor celular CD4 (DS), un inhibidor de la unién al correceptor
CXCR4 (AMD3100) y un inhibidor de la RT (AZT).
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200 AZT
—8— AMD3100
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Figura 1.26. Grafico del tiempo de adicion de compuestos con mecanismo de accién conocido. Se
cuantifica mediante la produccion del antigeno viral CAp24 a las 30 horas de postinfeccién de las células
MT-4 con la cepa salvaje VIH-1ni4.3.

Otro ensayo para determinar el mecanismo de accion de los compuestos sintetizados
es mediante un ensayo de marcaje de la union de anticuerpos monoclonales especificos de
tres receptores implicados en la infeccion por VIH-1 (CD4, CXCR4 y CCRS5) y un receptor
control (CD45) en células CEM-CCR5 (linea celular T CD4" humana que expresa en su
superficie los receptores CD4, CXCR4, CCR5 y CD45) y la inhibicién de esta union por parte
de los compuestos ensayados.
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1.6. Resultados y discusion.

1.6.1. Sintesis y actividad anti-VIH.

Inicialmente se seleccionan 20 compuestos diversos de la quimioteca disefiada (ver
Figura 1.8) con PRALINS para explorar el espacio quimico representado por la quimioteca sin
tener que sintetizar todas las moléculas que la componen. De los 20 compuestos
seleccionados se sintetizan inicialmente 8 de ellos: 33{7,7}, 33{2,2}, 37{3,4}, 32{5,5}, 32{6,6},
32{6,11}, 32{9,9} y 32{11,11}. Una vez sintetizados se evaluan sus actividades anti-VIH. El
resultado muestra que tres de ellos presentan elevada actividad antiviral, 32{5,5}, 32{6,711} y
32{9,9}, presentan valores de ECsy entre 0.8 y 1.9 ug/mL (Figura 1.27). Ya que el compuesto
de referencia AMD3100 presenta un valor de 0.001 ug/mL, se intenta optimizar el resultado

obtenido mediante la sintesis y el analisis de otros compuestos de la quimioteca disefiada.

Figura 1.27. Estructura de los compuestos 32{5,5}, 32{6,11} y 32{9,9}.

En la siguiente etapa se consideran las 12 moléculas restantes que forman parte del
grupo inicialmente seleccionado con PRALINS y aquellas que forman parte de las familias de
los tres compuestos activos identificados en la primera etapa, es decir aquellos 26 compuestos
de la quimioteca que contienen los building blocks 31{5}, 31{6}, 31{9} y 31{71} y que no se

habian incluido en la primera seleccion de diversidad.

De estas 38 moléculas, en primer lugar se sintetiza un subconjunto de 17 compuestos:
33{1,3}, 37{1,5}, 37{2,5}, 37{3,5}, 37{3,6}, 37{3,8}, 37{3,9}, 32{4,5}, 32{5,6}, 32{5,7}, 32{5,8},
32{5,9}, 32{5,10}, 32{5,11}, 32{6,7}, 32{9,10} y 32{9,11}. Doce compuestos de este subconjunto
presentaron valores de ECg entre 0.2 y 2.7 ug/mL, incluso dos de ellos destacan por su
potente actividad anti-VIH, 32{5,6} y 32{5,8}, ambos con un valor de ECs5, de 0.2 ug/mL.

A continuacion se sintetiza un segundo subconjunto de 28 moléculas que incluye el los
3 compuestos restantes de la seleccion inicial de 20 compuestos diversos, 37{2,4}, 32{8,8} y

32{8,10}, los 18 compuestos no sintetizados de las familias de los tres compuestos activos
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identificados en la primera etapa, 37{1,6}, 37{1,9}, 37{1,11}, 37{2,6}, 37{2,9}, 37{2,11}, 37{3,11},
32{4,6}, 32{4,9}, 32{4,11}, 32{6,8}, 32{6,9}, 32{6,10}, 32{7,9}, 32{7,11}, 32{8,9}, 32{8,11} y
32{10,11}, los 4 compuestos simétricamente sustituidos no sintetizados previamente, 33{3,3},
32{4,4}, 32{7,7} y 32{10,10}, y 3 compuestos seleccionados mediante métodos
computacionales de docking sobre el correceptor CXCR4, modelos QSAR y farmacoféricos
calculados a partir de los activos previamente identificados (Capitulos 3 y 4), 37{1,8}, 37{2,8} y
32{7, 8}.[55] Tres compuestos de este grupo presentan valores de ECsy de 0.03 pug/mL, 32{6,8} y
32{8,9} y de 0.008 pg/mL, 32{8,8} (Figura 1.28), este ultimo es del mismo orden que el
compuesto de referencia AMD3100 (0.001 ug/mL) y no muestran citotoxicidad a las

concentraciones ensayadas de maximo 25 pug/mL.

H 32{6,8}
H H 32{8,8}

Y NN 32{8,9)
Kﬁ\l\/\/m\/ﬂj/\'_l KJ)

Figura 1.28. Estructura de los compuestos 32{6,8}, 32{8,8} y 32{8,9}.

§ZI

El resultado de los ensayos de actividad anti-VIH y de citotoxicidad de los 53

compuestos sintetizados 32, 37 y 33 se muestra en la Tabla 1.4.

Tabla 1.4. Valores de actividad anti-VIH (ECsg) y de citotoxicidad (CCsg) expresados en ug/mL de los
compuestos sintetizados y de los compuestos de referencia AMD3100 (inhibidor de la unién del virus a
CXCR4) y DS (inhibidor de la union del virus a la célula). Se resaltan en negrita los tres compuestos mas
activos 32{6,8}, 32{8,8} y 32{8,9}.

Compuesto  RiNH,  RoNH»  ECso/pg-mL™  CCso/pg-mL*

33{1,1} 30{1} 30{1} >125 >125
33{1,3} 30{1} 30{3} >25 >25
37{1,5} 30{1} 31{5) 2.7 10.1
37{1,6} 30{1} 316} >25 >25
37{1,8} 30{1} 318} >4.1 4.1
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Compuesto R1NH; R2NH; ECso / pg-mL'1 CCso / pg-m L™t

37{1,9} 30{1} 31{9} >9.8 9.8

37{1,11} 30{1} 31{11} 10.6 >25
33{2,2} 30{2} 30{2} >125 >125
37{2,4} 30{2} 31{4} 14.7 >25
37{2,5} 30{2} 31{5} 2.0 9.8

37{2,6} 30{2} 31{6} >25 >25
37{2,8} 30{2} 31{8} 0.6 14.6
375{2,9} 30{2} 31{9} 3.8 19.2
37{2,11} 30{2} 31{11} 15.7 >25
33{3,3} 30{3} 30{3} >125 >125
37{3,4} 30{3} 31{4} >84.9 84.9
37{3,5} 30{3} 31{5} 1.8 14.3
37{3,6} 30{3} 31{6} 11.2 >25
37{3,8} 30{3} 31({8} 14 10.3
37{3,9} 30{3} 31{9} 11.7 >25
37{3,11} 30{3} 31{11} 8.1 >25

32{4,4} 31{4} 31{4} 10.2 >25
32{4,5} 31{4} 31{5} 1.7 >25
32{4,6} 31{4} 31{6} 4.8 >25
32{4,9} 31{4} 31{9} 8.2 >25
32{4,11} 31{4} 31{11} >25 >25
32{5,5} 31{5} 31{5} 0.9 32.4
32{5,6} 31{5} 31{6} 0.2 >25
32{5, 7} 31{5} 31{7} 1.7 >25
32{5,8} 31{5} 31{8} 0.2 >25
32{5,9} 31{5} 31{9} 0.5 >25
32{5,10} 31{5} 31{10} 24 >25

32{5,11} 31{5} 31{11} 1.6 >25

32{6,6} 31{6} 31{6} >59.5 59.5
32{6,7} 31{6} 31{7} 2.0 >25
32{6,8} 31{6} 31{8} 0.03 >25

32{6,9} 31{6} 31{9} >25 >25
32{6,10} 31{6} 31{10} >25 >25
32{6,11} 31{6} 31{11} 18.4 >125
32{7,7} 31{7} 31{7} >11.7 11.7
32{7,8} 31{7} 31{8} 0.5 >25
32{7,9} 31{7} 31{9} 25 >25
32{7,11} 31{7} 31{11} 2.7 >25
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Compuesto R1NH; R2NH; ECso / pg-mL'1 CCso / pg-m L™t

32{8,8) 31{8} 31{8} 0.008 >25
32{8,9} 31{8} 31{9} 0.03 >25
32{8,10} 31({8} 31{10} 0.4 >25
32{8,11} 31{8} 31{11} 0.5 >25
32{9,9} 31{9} 31{9} 9.5 >125
32{9,10} 31{9} 31{10} >25 >25
32{9,11} 31{9} 31{11} 9.1 >25
32{10,10} 31{10y  31{10} >85.7 85.7
32{10,11} 31{10y  31{11} >25 >25
32{11,11} 31{11}y  31{11} >125 >125
AMD3100 - - 0.001 >5
DS - - 0.011 >125
R{N Ry 2N
32{x.y} 37{x.y} 33{x.y}

Se analiza el resultado de los valores de citotoxicidad obtenidos para los compuestos
de la quimioteca y se observa que en general los compuestos no presentan toxicidad a la

maxima concentracién ensayada.

Un analisis del resultado de los valores de actividad obtenidos para los compuestos de
la quimioteca permite descartar las dihidrazonas 33 como compuestos anti-VIH, ya que
ninguna de las sintetizadas ha mostrado actividad, sus valores de ECs, son mayores que
25 pug/mL en todos los casos, aunque tampoco muestran toxicidad a esta concentracion ni a
concentraciones inferiores. Por lo tanto, la baja solubilidad acuosa in vivo predicha en las
propiedades ADME para 33{2,2} no resulta relevante. Sin embargo, cuando se sustituye un
grupo hidrazono por un grupo amino (estructuras del tipo aminohidrazona 37) se obtiene
actividad anti-VIH. Dos de los tres intermedios hidrazonoaldehido 36 presentan actividades del

orden de 10 pg/mL.

Al examinar los valores de ECs, de los compuestos simétricos, que estan
representados en la diagonal de la Tabla 1.5, se observa que los building blocks mas activos
son las aminas 31{4}, 31{5}, 31{8} y 31{9}, destaca especialmente la amina 31{8} ya que el
compuesto 32{8,8} es el mas activo de la quimioteca, con un ECs, en la escala de los ng/mL.
Ademas, en el grupo de los compuestos de sustitucién no simétrica, aquellos que incorporan la
amina 31{8} en su estructura han resultado mas activos, entre 0.008 y 1.4 pug/mL. Incluso el
intermedio aminoaldehido 35{8} presenta un valor de ECsy de 1.8 ug/mL. La excepcion es

37{1,8} cuyo ECs, es superior a 4.1 ug/mL, valor que corresponde a su citotoxicidad expresada
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como CCsy. Los compuestos de la familia de la amina 31{5} también han mostrado unos

buenos valores de actividad, entre 2.7 y 0.2 pg/mL

Se observa que las estructuras de los tres compuestos mas activos, 32{6,8}, 32{8,8} y
32{8,9} (Figura 1.29), tienen en comun la presencia de un linker trimetilénico entre el
heterociclo y el atomo de nitrégeno en posicion bencilica. Por lo tanto se comparan los
resultados de actividad obtenidos en los compuestos con linker trimetilénico y etilénico, es decir
los constituidos por las aminas 31{4} frente a 31{5} y 31{70} frente a 31{71} (Tabla 1.6). Se
observa que en los compuestos con linker trimetilénico en el sistema polinitrogenado presentan

en todos los casos mayor actividad anti-VIH que los compuestos con linker etilénico.

N— N/\/\N

g O\,’\/NHz O\IMNHz

31{4 31
oy
H H
Q\/\/N

32{8,8) o o

31410} 31411}
Vot
K/N\/\/N

32{9,8)

Figura 1.29. Estructura de los compuestos mas activos de la quimioteca y las aminas con linker etilénico
31{4} y 31{10}, y con linker trimetilénico 31{5} y 31{11}.

La comparacion de los valores de actividad antiviral obtenidos para los compuestos
cuyos sistemas polinitrogenados presentan un linker trimetilénico y un heterociclo pirrolidinico
31{5} o imidazdlico 31{6} (Figura 1.30) permite concluir que en general la pirrolidina rinde
compuestos mas activos que el imidazol, con la excepcién del compuesto 32{6,8}, una de las

tres moléculas mas activas (Tabla 1.6).

= NN
@\/\/H\/Q/\H KJ)

32{6,8)

—

O\l/\/\NHg N //\N/\/\NHZ
31{5} 31{6}
Figura 1.30. Estructura del compuesto 32{6,8} y las aminas con linker trimetilénico y heterociclo de

pirrolidina 31{5} e imidazol 31{6}.
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Tabla 1.5. Representacion de la actividad anti-VIH, ECso en ug/mL de los compuestos en la quimioteca,
donde R; y R» se refieren a los building blocks poliaminados 30 y 31 y las celdas se colorean segtn la

actividad antiviral, azul oscuro para los mas activos y azul claro para los menos activos.

R1

R> 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11
1 >25
2 >25
3 >25 >25
4 14.7 | >25 [ 10.2

6 >25|>25|11.2| 48 | 0.2 | >25

7 1.7 | 20 [>11.7

8 |>4.1|060 14 0.17 [ 0.03 | 0.44 |0.008

9 >9.8| 38 [11.7| 82 | 05 | >25 | 25 [0.03| 9.5

10 24 | >25 04 | >25 | >25

11 ] 106 |15.7| 81 | >25| 1.6 |184| 2.7 | 0.5 | 9.1 | >25 | >25

Ademas se determina la actividad anti-VIH y la toxicidad de los 11 intermedios
aminoaldehido 35 e hidrazonoaldehido 36, el resultado se muestra en la Tabla 1.6. Se observa
que el building blocks mas activo 31{8} rinde el intermedio 35 mas activo, 35{8}. Dos
compuestos del tipo aminoaldehido 35, 35{5} y 35{9}, presentan actividad antiviral baja y el
resto de compuestos 35 no son activos a concentraciones inferiores a 25 ug/mL. De los tres
hidrazonoaldehidos 36 evaluados, dos de ellos presentan actividad antiviral baja, 36{7} y 36{2},

y el tercero 36{3} resulta inactivo a concentraciones inferiores a 25 ug/mL.
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Tabla 1.6. Valores de actividad anti-VIH (ECsg) y de citotoxicidad (CCsp) expresados en ug/mL de los
compuestos sintetizados y de los compuestos de referencia AMD3100 (inhibidor de la unién del virus a
CXCR4) y DS (inhibidor de la unién del virus a la célula).

Compuesto  RiNHz  ECso/pg-mL™  CCso/pg-mL™

36{1} 30{1} 12.6 >25
36{2} 30{2} 9.0 >25
36{3} 30{3} >52.6 52.6
35{4} 31{4} >25 >25
35{5} 315} 11.3 >25
35{6} 31{6} >25 >25
35{7} 317} >25 >25
35{8} 31{8} 1.8 12.1
35{9} 31{9} 16.1 >25
35{10} 31{10} >25 >25
35{11} 31{11} >25 >25
AMD3100 - 0.001 >5
DS - 0.011 >125
/@/\N/& /@A\ N R,
B
oHC OHC
35{x} 36{x}

1.6.2. Ampliacién de la quimioteca inicial a partir del compuesto mas
activo 32{8,8}.

La estructura que ha presentado un mejor valor de actividad antiviral esta formada por
dos unidades de pipecolina, donde no se especifica la estereoisomeria del carbono sobre el
cual estd dicho metilo y no se dispone de un referente sin metilo que permita comprobar la
influencia de dicho grupo sobre la interaccion con el correceptor CXCR4. Se sintetiza también
un compuesto analogo 32{719,79} donde se sustituyen los heterociclos pipecolinicos por
piperidinicos (Figura 1.31), sin embargo su ECs, es de 0.14 ug/mL, por lo tanto la influencia del

metilo presente en la pipecolina 31{8} incrementa considerablemente la actividad antiviral.
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NN
H H ECs = 0.14 png/mL

CCso > 25 pg/mL
32{19,19} 07 SoKg

Figura 1.31. Actividad antiviral (ECO0so) y citotoxicidad (CCsg) del compuesto 32{19,19}.

Por otra parte, si se compara este compuesto 32{79,79} (ECs, = 0.14 nug/mL), cuyo
heterociclo es una piperidina, con 32{5,5} (ECso = 0.9 ug/mL), cuyo heterociclo es una
pirrolidina, se observa que el primero presenta una actividad antiviral practicamente un orden
de magnitud superior. Estos resultados, junto con el obtenido para 32{6,6} (ECsy > 25 pg/mL),
indican que los heterociclos con mayor flexibilidad conformacional presentan una mayor

actividad antiviral.

Se ha estudiado también la influencia de la posicion de los sustituyentes metilénicos del
anillo aromatico del linker en la actividad antiviral. Como referencia se ha utilizado la estructura
del compuesto mas activo 32{8,8} y se ha sustituido el linker p-fenilenbismetilénico por m- y
o-fenilenbismetilénico para obtener las correspondientes aminas 50{8,8} y 52{8,8} (Figura 1.32)
mediante reacciones de aminacion reductora del isoftalaldehido (49) y el o-ftalaldehido (51)
respectivamente. En la sintesis de 50{8,8} no se obtiene la molécula objetivo 52{8,8} debido a
la posible ciclacién intramolecular producida en el término de monosustitucion que rendiria la
ftalimidina 53, ya que en el espectro de 'H-RMN no se observa la sefial correspondiente a los
protones de los aldehidos y en el espectro de IR se observa la banda correspondiente a la

tension C=0 de una lactama de 5 eslabones a 1693 cm™.*®

OHC\©/CHO . C,\[\/\NH2 C,\(\/\H/\Q/\H/\/\/,\O
49

31{8} 50{8,8}

OHC N N
CHO NN Q N /
. ;X

51 31{8} ‘57

52{8,8}

Q

@%N

Figura 1.32. Obtencién de los compuestos 50{8,8}, 52{8,8}.y 53.
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Se hallan descritas en la literatura reacciones de formacion de ftalimidinas a partir de
o-ftalaldehido (51) y aminas primarias.””*® Se describen dos tipos de mecanismos: un
mecanismo clasico™ que pasa por un intermedio tipo diol, y un mecanismo basado en un

reordenamiento sigmatropico [1,5]-H a partir de un intermedio monoiminico (Figura 1.33).1%

a)

OH OH 0
CHO  RNH, _
— N-R o _N-R T— N-R
CHO 2
OH

51 intermedio diol ftalimidina
b)
o s O O — e
NR
CHO Z
51 intermedio monoimina ftalimidina

Figura 1.33. Obtencién de ftalimidinas a partir de o-ftalaldehido (51) y aminas primarias. a) Mecanismo
clasico a través del intermedio de tipo diol. b) Mecanismo de reordenamiento sigmatrépico [1,5]-H a partir

del intermedio del tipo monoimina.

Por lo tanto se compara la actividad antiviral de 32{8,8} y 50{8,8}. Se observa que el
término de sustitucion en meta rinde un valor de EC5, de 0.07 pug/mL (Figura 1.34), menor que
el término de sustitucibn en para, de esta manera se comprueba que el linker
p-fenilenbismetilénico permite una mejor interaccion con el correceptor CXCR4, de manera

analoga a lo que ocurre en el caso de los biciclamos.

/\/\ /\/\
C"L H/\©/\H /O ECso = 0.07 pg/mL

50{8,8} CCso > 25 pg/mL
Figura 1.34. Actividad antiviral (ECso) y citotoxicidad (CCso) del compuesto 50{8,8}.

Por Gltimo, en colaboracion con la Sra. Corredor del Laboratorio de Sintesis del 1QS,"
se sintetizan una serie de compuestos analogos a los de la quimioteca disefiada, donde se
utiliza un linker con un grupo metilo sobre los carbonos en posicién bencilica. La obtencién de
los compuestos 56 se realiza a partir de 1,4-diacetilbenceno (54) y la correspondiente amina

31. Sin embargo, la presencia del metilo aumenta el impedimento estérico respecto al analogo
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tereftalaldehido y ademas estabiliza la 6+ del atomo de carbono del carbonilo ceténico
haciéndolo menos reactivo que su analogo tereftalaldehido, de manera que la reaccién de
aminacion reductora no presenta conversion completa. Es necesario el uso de un acido de

Lewis, el isopropdxido de titanio (IV), como catalizador para favorecer la formacién del

intermedio iminico 55 (Figura 1.35).[29’31’44’62'63]
0
X, -R R
Ti(OiPr) N NaBH, H N
+ _—
R—NH, R NS N
31
O 5 55 56

Figura 1.35. Reaccién de aminacién reductora de la dicetona 54 con las aminas 31 en presecia de

isopropoéxido de titanio (IV) para rendir las poliaminas 56 tras la etapa de reduccién de las iminas 55.

La influencia de este grupo sobre la actividad anti-VIH es diferente en cada caso
estudiado (Tabla 1.7). En el caso del compuesto 56{719,79}, no presenta ningun efecto, ya que
en ambos casos, 32{19,19} y 56{19,19}, el valor del ECsy es de 0.1 pug/mL, mientras que en
56{8,8} el metilo hace que disminuya la actividad antiviral en un orden de magnitud, pasa de
0.008 a 0.08 pg/mL. Por ultimo, en 56{77,11} los metilos en posicion bencilica permiten pasar

de un compuesto inactivo a uno ligeramente activo con un ECs, de 7.7 pg/mL.

Tabla 1.7. Valores de actividad anti-VIH (ECsg) y de citotoxicidad (CCsy) expresados en ug/mL de los

compuestos sintetizados con el linker con metilo y sin metilo en la posicién bencilica.

Estructura R ECso/pg-mL® CCso/pg-mL™
R
3201919y  H 0.14 >25
N NN
! 56{19,19) Me 0.13 >25
R
32(88  H 0.008 >25
N NN
! 56{88 Me 0.08 >25
R 32(11,11}  H >25 >25
oY NN
LN N H L_o
~ N
! 56{11,11} Me 7.7 >25
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1.6.3. Modo de accién.

Para confirmar la hipotesis inicial en que se disefia una quimioteca de inhibidores de la
unioén del VIH-1 al correceptor de entrada CXCR4, se realiza un estudio del modo de accién
con los compuestos mas activos de la quimioteca sintetizada. Dicho estudio se realiza
mediante dos ensayos: tiempo de adicion de los compuestos e inhibicién de la union de
anticuerpos especificos de los receptores CD4, CXCR4 y CCR5, ambos estudios los han

realizado en el grupo del Dr. Esté del Laboratorio de Retrovirologia de la Fundacié irsiCaixa.™

El resultado del ensayo del modo de accion se realiza con los compuestos 32{6,8},
32{8,8}, 32{8,9} y 32{8,10} (Figura 1.36). Las curvas obtenidas para cada uno de los
compuestos se comparan con: un inhibidor de la fusion del virus y la célula (C34), un inhibidor
de la unién de la proteina viral gp120 al receptor celular CD4 (DS), un inhibidor de la union al
correceptor CXCR4 (AMD3100) y un inhibidor de la RT (AZT). Se observa que en los
compuestos mas activos de la quimioteca presentan un perfil semejante al del AMD3100,
actuan después de la unién de gp120 al receptor celular CD4 (inhibida por DS) y antes de la
fusion de las membranas viral y celular (inhibida por C34). Los compuestos ensayados
empiezan a perder su capacidad inhibitoria a partir del minuto 14 postinfeccién. Se puede
afirmar que actian en el mismo tiempo del ciclo viral en que acttia AMD3100, que inhibe la
unién del virus al correceptor celular CXCRA4.

— _C+
200 AZT
—&— AMD3100
S 160 DS
S —e—C34
N — 32(8,9}
2 120
S 32{6,8}
2 —o—32(8,8}
3 80 ——32{8,10}
S
Q
B
° 40
Q
o
0
0 7 14 21 28' 35 60" 1200 24h
20°C 37°C

Tiempo de adicién / min

Figura 1.36. Grafico del tiempo de adiciéon de los compuestos mas activos de la quimioteca sintetizada y
comparacién con farmacos de mecanismo de accion conocido. Se cuantifica mediante la produccion del

antigeno viral CAp24 a las 30 horas de postinfeccion de las células MT-4 con la cepa salvaje VIH-1n4-3.
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Se realiza un estudio de inhibicién de la uniéon de anticuerpos especificos de los
receptores CD4, CXCR4 y CCR5 con los compuestos 32{6,8}, 32{8,8}, 32{8,9} y 32{8,10} y uno
de actividad mas reducida como control 32{7,9}. Se evalua el porcentaje del marcaje del
anticuerpo monoclonal anti-CXCR4 humano 12G5 en células que se han incubado con cuatro
concentraciones diferentes de cada uno de los compuestos ensayados (25, 5, 1 y 0.2 pg/mL),
asi como un control negativo (c-, nivel basal de autofluorescencia de las células sin marcar con
ningun anticuerpo), un control positivo (c+, porcentaje de marcaje de cada receptor en las
células CEM-CCR5 marcadas con los anticuerpos a analizar en ausencia de los compuestos) y
AMD3100 en una concentracion de 0.5 pg/mL (antagonista de CXCR4). Se puede observar en
la Figura 1.37 que los compuestos inhiben el marcaje del anticuerpo especifico de CXCR4 de
manera dosis-dependiente y muestran un porcentaje de inhibicién relacionado con su
capacidad de inhibicion en el ensayo de actividad antiviral en células MT-4, es decir, el
compuesto 32{7,9} que presenta el menor ECs5, de este grupo de cinco compuestos resulta ser
el menos activo en la inhibicién del marcaje de CXCR4, mientras que los tres compuestos mas
activos 32{6,8}, 32{8,8} y 32{8,9} muestran una inhibicion superior o igual al 50% a

concentraciones de 1, 5y 25 pg/mL.
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Figura 1.37. Gréfico del porcentaje de unién de anticuerpo monoclonal anti-CXCR4 en células
CEM-CCR5 en presencia de los compuestos 32{6,8}, 32{7,9}, 32{8,8}, 32{8,9} y 32{8,10} en
concentraciones de 25, 5, 1y 0.2 ug/mL.
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Ademas, ninguno de los compuestos ensayados muestra inhibicion del marcaje del
resto de receptores (CD4, CCR5 y CD45), por lo tanto, se confirma la inhibicion especifica del
correceptor CXCR4 (Figura 1.38).
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Figura 1.38. Gréfico del porcentaje de unién de los anticuerpos monoclonales anti-CD45 (azul), anti-CD4
(lila) y anti-CCR5 (verde) en células CEM-CCR5 en presencia de cinco de los compuestos de la

quimioteca a la maxima concentracién ensayada de 25 ug/mL.

En conclusién, se han conseguido inhibidores del correceptor CXCR4 a partir de
building blocks comerciales con actividad parecida a la del biciclamo AMD3100 pero solamente
con 4 nitrogenos en vez de los 8 presentes en el AMD3100. Por lo tanto se estima una
reduccidon de la toxicidad cardiaca y la falta de biodisponibilidad oral relacionados con el

AMD3100 y su elevada carga positiva a pH fisiologico.
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2.1. Introduccioén a los monociclamos sustituidos.

El biciclamo AMD3100 (Figura 2.1) es el prototipo para los antagonistas no peptidicos
del correceptor CXCR4." Su estructura esta formada por dos unidades de
1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano (ciclamo) conectadas mediante un linker
p-fenilenbismetilénico. Sin embargo, el AMD3100 no presenta biodisponibilidad oral debido a
su elevada carga positiva a pH fisiolégico, de +2 por cada anillo de ciclamo. Por lo tanto, un
tratamiento anti-VIH a largo plazo supone un gran inconveniente para el paciente en cuanto a

la administracion del farmaco.

En la literatura se encuentran descritos algunos ejemplos de monociclamos sustituidos,

entre los que destacan AMD3451 y AMD3465, cuya estructura se muestra en la Figura 2.1.

Z

NH HN

NHHN Y _
S50y ENHHNV o) AL
-

AMD3100 AMD3451 AMD3465

Figura 2.1. Estructura del biciclamo AMD3100 y de los monociclamos sustituidos AMD3451 y AMD3465.

El monociclamo AMD3451, desarrollado por AnorMED, es un antagonista dual de

CCR5/CXCR4, es decir, presenta interaccion con dichos correceptores,?

mientras que el
AMD3465 inhibe selectivamente la unién del virus al correceptor CXCR4. Ademas, Hatse y
colaboradores demuestran que no es esencial la presencia de dos anillos ciclamicos para que
un compuesto presente actividad antiviral comparando la actividad antiviral de AMD3465 y
AMD3100 (en células MT-4 infectadas con las cepas del VIH-1 lllg y NL4.3; IC50 de 12.3 y
6.1 nM para el AMD3465, IC5 de 124 y 7.4 nM para AMD3100). En este estudio, en el
realizado por Rosenkilde et al. y en el estudio realizado en el Capitulo 1 del presente trabajo,

se concluye que los ocho grupos amino no son necesarios para la actividad anti-VIH.B4

Ademas, en una patente publicada en 1999 (también de AnorMED) se describe la
sintesis y evaluaciéon antiviral de estos dos monociclamos junto con otros compuestos
monociclamicos sustituidos por poliaminas 64."! La via sintética descrita por AnorMED para la
obtencion de estos productos 64 se basa en cuatro etapas (Figura 2.2). La primera es la
proteccion de tres de los cuatro grupos amino del ciclamo (57) con clorofosfonato de
dietilo (58),” con un rendimiento del 35%. Aunque también sugieren la proteccidn de tres de
los grupos amino del ciclamo (57) con tosilato o mesilato. A continuacion realizan la alquilacién

del grupo amino no protegido del ciclamo 59 mediante el ataque nucledfilo sobre
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a, a’-dibromo-p-xileno (60), con un rendimiento del 59%. La tercera etapa es analoga a la
anterior pero en este caso el grupo amino nucledfilo es la poliamina 62 que formara el
fragmento no ciclamico del compuesto objetivo 64 y el derivado halogenado es el
bromoderivado ciclamico 61 que han obtenido en la etapa anterior. Y por ultimo, desprotegen

los tres nitrégenos del ciclamo 63 por tratamiento con acido bromhidrico acuoso y acido

aceético.
Br
m Br
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O Et3N Dep\
[NH HNj . jB.oEt CHCl [N HNj KoCOy / CHACN
NH HN O OBt 35y, NN 59%
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Figura 2.2. Esquema sintético utilizado por AnorMED para la obtencion de compuestos monociclamicos
sustituidos por poliaminas 64. En primer lugar se protegen tres de los cuatro grupos amino del ciclamo
(57) con clorofosfonato de dietilo (58). A continuacion se produce el ataque nucleéfilo del nitrégeno del
grupo amino libre de 59 sobre o,a’-dibromo-p-xileno (60) seguido de otro ataque nucledfilo de poliamina
R1R2NH (62) sobre el bromoderivado ciclamico 61. Por Gltimo la desproteccion de los grupos amino de 63

con HBr rinde los compuestos objetivo monociclamicos sustituidos por poliaminas 64.

El resultado de los ensayos de la actividad anti-VIH de estos compuestos 64
sintetizados por AnorMED, expresada como ECs, en ug/mL, utilizando el método MTT en
células MT-4 infectadas por VIH-1,5, asi como la citotoxicidad, expresada como CCs, en

ug/mL, se muestra en la Tabla 2.1.
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Tabla 2.1. Estructura de los monociclamos sustituidos 64 sintetizados en AnorMED, actividad anti-VIH

expresada como ECsp y determinada sobre células MT-4 infectadas por VIH-1ys y en presencia del

monociclamo, y citotoxicidad expresada como CCsp y determinada sobre células MT-4 sin presencia de

virus y en presencia del monociclamo.

Nombre Estructura ECso/pg-mL™  CCso/pg-mL™
el

AMD3645 NS 0.008 >250
NH HN N
L
e

ADM3538 N 0.1 209
NH HN N
N
G .~

AMD3500 C f@VH < 0.6 >250
NH HN
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AMD3499 ) P 18 >250
NH HN
N
N N
" LT
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Nombre Estructura ECso/ pg-mL'1 CCso/ ;,tg-mL'l
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Otra estrategia, analoga a la anterior, es la utilizada por GlaxoSmithKline, que se
muestra en la Figura 2.3"8 En este caso protegen tres de los grupos amino del ciclamo (57)
con tert-butilcarbamato (Boc) con un rendimiento del 19%.7! Después llevan a cabo la
alquilacion del nitrégeno libre de 66 con «,a’-dibromo-p-xileno (60) con un rendimiento del 90%.
A continuacion desplazan el bromo en posicién bencilica del compuesto intermedio 67 con el

nucledfilo apropiado, R1R;NH (62), y describen un rendimiento del 86% en el caso de utilizar
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1-acetilpiperazina. Finalmente, realizan la desprotecciéon de los grupos amino de 68 en medio
acido para rendir los compuestos objetivo 64, en el caso de la 1-acetilpiperazina el rendimiento

de esta etapa es del 34%.

Br
Br

m Boc. m 60

NH HN CH,Cl, N HN K,COs / CHsCN
+ BOCZO —_—
19% 90%

N NZ
Boc” |\) Boc
66

R{R,NH
soc ) Ry M
N N 62 Boc N N Ry
[ B ,CO,/ CH,ON [ j N-r
N N 2vMs TS N N

Boc” v “Boc Boc” v “Boc
6

7 68

2

l HCI
CH,Cl,, dioxano

NH HN

64

Figura 2.3. Esquema sintético utilizado por GlaxoSmithKline para la obtencion de compuestos
monociclamicos sustituidos por poliaminas 64. En primer lugar se protegen tres de los cuatro grupos
amino del ciclamo (57) con tert-butilcarbamato. A continuaciéon se produce el ataque nucledfilo del
nitrogeno del grupo amino libre de 66 sobre a,a’-dibromo-p-xileno (60) seguido de otro ataque nucledfilo
de poliamina R1R2NH (62) sobre el bromoderivado ciclamico 67. Por ultimo la desproteccion de los grupos

amino de 68 con HCI rinde los compuestos objetivo monociclamicos sustituidos por poliaminas 64.

En el Laboratorio de Sintesis del GEM, el Sr. Palomo ha realizado la sintesis del
biciclamo AMD3100 utilizando una estrategia analoga a la anterior a partir del ciclamo (57) y
derivado bromado 60 (Figura 2.4). La primera etapa es la proteccién de tres de los grupo amino
del ciclamo con Boc (33% de rendimiento), seguida de una segunda etapa de alquilacion del
ciclamo con «,«’-dibromo-p-xileno (60) ( 90% de rendimiento) y finalmente una tercera etapa de
desproteccioén de los grupos Boc de 69 (90% de rendimiento).“o] De esta manera se obtiene el
biciclamo AMD3100, compuesto de referencia en los ensayos de actividad anti-VIH, con un

rendimiento global del 27%.
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Br
Br

m Boc. m 60

NH HN CH,CI N HN
2Ll K,CO3 / CHCN
+ BOCQO —_—
NH HN 33% N N7 90%
K) 65 Boc” v Boc
57 66

N N
Boc K) Boc v AMD3100

Figura 2.4. Esquema sintético utilizado por el Sr. Palomo del Laboratorio de Sintesis del IQS para la

obtencién del biciclamo AMD3100 con un rendimiento global del 27%.11%
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2.2. Disefio y anélisis retrosintético de monociclamos sustituidos.

Para reducir el nimero de grupos amino basicos y la redundancia estructural presente
en el biciclamo AMD3100 (24), en el presente trabajo se ha disefiado una serie de
monociclamos sustituidos 70. Estos compuestos mantienen la estructura de un anillo de
ciclamo unido al linker (fragmento ciclamico), pero no contienen la segunda unidad de ciclamo,
ya que se sustituye por un compuesto polinitrogenado de estructura general 26 del grupo de las
aminas utilizadas como sustituyentes Ry y R, en el Capitulo 1 (fragmento no ciclamico), ver
Figura 2.5.

P4
T
T
z

j H‘R R NHF]H/
K) ----- Q

24 70

si n=0 aminas 31 R-NH,

Figura 2.5. Estructura del AMD3100 (24) y de los monociclamos analogos 70 donde se sustituye uno de

los anillos de ciclamo por un compuesto polinitrogenado 26.

Los compuestos polinitrogenados que se utilizan para la sustitucion del fragmento no
ciclamico corresponden a las aminas alifaticas 31{4-11} y se muestran en la Figura 2.6. Todas
ellas estan formadas por un heterociclo con minimo un atomo de nitrégeno, como heteroatomo,
unido a una cadena alifatica (etileno o trimetileno) que lo separa de un grupo amino terminal.
Los heterociclos utilizados son pirrolidina, imidazol, piperidina, pipecolina, piperazina y

morfolina.

: NH N
N/\/ 2 N/\/\NH2 :\
; / &N\/\/NHZ

31{4} 3145} 31{6}
37} 31{8} 31{9}

0™ oY
K/N\/\NH2 LN~ NH,
31410} 3111}

Figura 2.6. Estructura de las aminas 31 que forman el fragmento no ciclamico de los monociclamos 70.
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En el analisis retrosintético de los compuestos objetivo 70 se plantean dos estrategias,

que se detallan en la Figura 2.7.

Via 1 GP\N(\N

v ) +  HN-R
T, | = (e
K) 70

NH HN GP/U‘GP 31{4-11}

71
e[ )

N HN
[ j + Br
N N\ Br

GP|\)GP

72 60

Via2  gp_ Y

o
GG = 0T

NH HN N N? 31{4-11}

70 GP K) GP 73

Figura 2.7. Andlisis retrosintético de los monociclamos sustituidos con poliaminas 70.

En el anadlisis retrosintético de la via 1, tras la desconexion del enlace C(bencilico)-
N(poliaminico) en 70 se obtiene la poliamina 31, que es comercial, y el bromobencil ciclamo 71,
que no es comercial. En el bromobencil ciclamo 71 se desconecta el enlace N(ciclamico)-
C(bencilico) rindiendo «,a’-dibromo-p-xileno (60), que es comercial, y el ciclamo triprotegido 72,

cuya sintesis esta descrita.

La segunda estrategia sintética desconecta también en primer lugar el enlace
C(bencilico)-N(poliaminico) de 70 generando el precursor poliamina 31 correspondiente pero el

equivalente sintético del otro fragmento, en este caso, es el benzaldehido ciclamico 73. A partir
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de la desconexion del enlace N(ciclamico)-C(bencilico) en este ultimo intermedio 73 se obtiene
el ciclamo ftriprotegido 72 y 4-(bromometil)benzaldehido 74, ambos productos se hallan

descritos en la literatura.

En ambos casos, tres de los cuatro grupos amino del ciclamo 72 deben estar
protegidos.
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2.3. Proteccion N-1 del ciclamo.

O )

GP[\N HNj
GP/N N\GP

72

—

Figura 2.8. Estructura general del ciclamo triprotegido 72.

La protecciéon N-1 de poliazamacrociclos, donde N-1 se refiere a la proteccion de todos
excepto uno de los grupos amino en la poliamina ciclica, suele ser problematica, ya que la
reactividad de dichos grupos amino es idéntica y por tanto el rendimiento es generalmente

moderado. Ademas, aislar el producto de proteccion N-1 de la mezcla obtenida suele ser dificil.

Se han desarrollado muchos grupos protectores para el grupo amino, entre los que
destacan los carbamatos y las amidas. En el caso de poliazamacrociclos se ha optimizado el
uso de varios grupos protectores como el tert-butoxicarbonilo (Boc), 2,2,2-tricloroetoxicarbonilo

(Troc), dietoxifosforilo (Dep), tosilo (Ts) y trifluoroacetilo.

2.3.1. Formacion de complejos metalicos.

Las primeras protecciones N-1 del ciclamo se realizaron por la formacién de complejos
tridentados de tricarbonilcromo con tres de los grupos amino del azamacrociclo, por reaccion
con hexacarbonilcromo (Figura 2.9). El intermedio complejado 75 se utiliza para realizar
alquilaciones sobre el grupo amino libre y finalmente se descompleja por oxidacion al aire en
medio acido; dicho procedimiento presenta un rendimiento global descrito entre un 85% y un
95%.""

m, M

NH HN Cr(CO)s N N
C ) (_ sitcoy
NH HN oxidacion al aire / H30"  ~N  HN
57 75

Figura 2.9. Reaccion de proteccion N-1 del ciclamo (57) por formacién del complejo metdlico de

tricarbonilcromo 75 y su desproteccion por oxidacion al aire en medio &cido.
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En el mismo grupo de investigacién también realizaron la proteccién N-1 del ciclamo
formando un complejo metalico de boro con tris(dimetilamino)borano 76 (Figura 2.10) dejando
un grupo amino libre con el que se llevaron a cabo varias alquilaciones in situ con rendimientos
globales entre un 85% y un 90%. El gran inconveniente de este grupo protector es que el
complejo 76 formado es extremadamente sensible a la humedad. Precisamente, el complejo 76

se destruye por hidrolisis.['?

-,

NH HN B(NMe,); / tolueno N\ N
/

( (o
57 76

Figura 2.10. Reaccién de proteccion N-1 del ciclamo (57) por formacion del complejo de boro 76 y su
desproteccion por hidrdlisis.

2.3.2. Formaciéon de carbamatos.

El grupo protector Boc se ha utilizado extensamente en la proteccion de
funcionalidades amino, sin embargo, no fue hasta 1995 que el grupo de Guilard lo utiliz6 para
la protecciéon de los grupos amino presentes en el ciclamo (57).! Utilizaron 1.8 moles de
dicarbonato de di-tert-butilo (Boc,0) (65) por cada mol de ciclamo (57) y obtuvieron una mezcla
de ciclamos diprotegidos 77-79, ciclamo triprotegido 66 y ciclamo sin reaccionar 57, como se

muestra en la Figura 2.11, que separaron por cromatografia de columna sobre gel de silice.

R m R 66 Ri=R,=R;=Boc  19%
Boc,0 1~ ]
[NH HNj 65 [N Nj 77 Ry=R,=Boc Ry=H 39%
NH HN CH,Cl, N HN 78 R;=R3=Boc R4=H 25%
R
79 R4=Rz=Boc R,=H 0%

57 66, 77-79

Figura 2.11. Proteccién de los grupos amino del ciclamo (57) con el grupo Boc.

Esta misma metodologia fue seguida por Dessolin y colaboradores en la sintesis de

nuevos conjugados de mono y biciclamo-AZT con un rendimiento de proteccion del 24%.1"!
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Fabbrizzi y colaboradores utilizaron esta metodologia pero adicionando lentamente el
carbamato 65 sobre el ciclamo 57 y les permiti6 aumentar el rendimiento hasta un 70%."" Por
otra parte, la proteccién con el mismo carbamato 65 pero utilizando como disolvente EtOH en
vez de CH,Cl, resultd en el tetraazamacrociclo triprotegido 66 con un rendimiento del 50%.!"%
En 2006 Kitagawa et al. usaron la metddica original de Guillard y colaboradores ligeramente
modificada para la sintesis del ciclamo triprotegido con Boc 66, donde aumentaron la
proporcién de dicarbonato de di-tert-butilo (65) a 2.5 moles, disueltos en diclorometano, y
realizaron una adicién lenta sobre una disolucion diluida del ciclamo (57), también en
diclorometano, incluso dejaron que la reaccién evolucionase durante la noche. De esta manera
consiguieron aumentar el rendimiento hasta un 70%."® ElI mismo afio, otro grupo de
investigacion realizé un escalado de esta misma reaccion (a un orden de magnitud superior) y
el rendimiento disminuy6 a un 51%." Cabe destacar que la ventaja principal del grupo Boc es
que se desprotege facilmente en medio acido y con rendimientos elevados. El Sr. Palomo del
Laboratorio de Sintesis del GEM realizé la proteccion N-1 del ciclamo con Boc utilizando una
proporcién de ciclamo y Boc,O de 1 a 2.5, y CH,Cl, como disolvente, tras tres horas de

reaccion aislo el producto triprotegido 66 con un 33% de rendimiento.!"%

Otro carbamato, Troc, se ha utilizado en la proteccidon ortogonal de sistemas
poliazamacrociclicos donde los otros grupos protectores eran Boc (no esta descrito sobre el
ciclamo libre), ya que las condiciones de desproteccion de este ultimo carbamato no afectan al

primero; el Troc se desprotege por reduccion con zinc en acido acético glacial (Figura 2.12).'®

Troc m Troc 0

NH HN TrocCl / EtzN / CH,Cl, N N

cl

[ j [ j Troc = %)J\O/\I<C|
w\l Zn / AcOH Troc/w Cl

Figura 2.12. Proteccion N-1 del ciclamo (57) con el grupo Troc y su desproteccion.

2.3.3. Proteccién con derivados de fosforo.

En 1998 Guillaume y Marshall realizan la protecciéon N-1 del ciclamo (57) con una
cantidad equimolar de oxicloruro de fosforo (POCI;). La ventaja de esta metodologia es no
tener que utilizar un exceso de ciclamo (57). La desproteccion de 81 se realiza por hidrdlisis
acida (Figura 2.13). Describen el rendimiento global de obtencién del AMD3100 (24) entre un
62% y un 68%, incluye las etapas de proteccion del ciclamo (57), alquilacién con «,a-dibromo-

p-xileno (60) y desproteccion.'
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Y N

NH HN POCI; / Et;N / CHCl, N N
\ /
) ()
NH HN HCI 3N U\l
57 81

Figura 2.13. Protecciéon N-1 del ciclamo (57) por formacion de la triamida fosférica 81 y su desproteccion.

Otros poliazamacrociclos (no se ha descrito sobre el ciclamo libre) se han protegido
con el grupo dietoxifosforilo (Dep) por reaccion de un macrociclo con clorofosfonato de
dietilo (58). Se considera atractivo el uso de este grupo protector en la sintesis de poliaminas
ya que se prepara facilmente a escala multigramo y los productos obtenidos son solubles en la
mayoria de disolventes organicos. Ademas la desproteccién se puede realizar en condiciones

suaves como HCl/dioxano (Figura 2.14).10%

Dep-< m O

NH HN (EtO),POCI / Et;N / CH,Cl, N HN 1 okt
- U e
l\w HCI / dioxano Dep/U‘Dep

57 59

Figura 2.14. Proteccion N-1 del ciclamo (57) con el grupo dietoxifosforilo y su desproteccion.

2.3.4. Proteccién con amidas.

Las amidas mas frecuentemente usadas para la proteccion de poliazamacrociclos son
la trifluoroacetamida y la p-toluensulfonamida. Las amidas, en general, son excepcionalmente
estables a condiciones &cidas y basicas, y para hidrolizarlas se requiere calefaccion en medios
fuertemente acidos o basicos. Sin embargo, los derivados de haloacetilo son mas labiles, por lo
que se prefieren como grupos protectores de los nitrégenos del ciclamo, en concreto el grupo

trifluoroacetilo, cuya desproteccion se realiza en condiciones basicas suaves.

Yang y colaboradores describen la proteccion N-1 del ciclamo (57) con el grupo
trifluoroacetilo con un rendimiento del 92%. Inicialmente llevan a cabo la formacion de la amida
con cantidades equimolares de trifluoroacetato de etilo (82) y ciclamo (57) en CHCI; y llegan a
una proporcion de 20% de monoprotegido, 30% de diprotegidos, 2% de triprotegido 83 y una
pequeia fraccion de ciclamo sin reaccionar. Repiten el experimento incrementando 4 veces

mas los moles de trifluoroacetato de etilo (82) y como disolvente utilizan una mezcla de
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CH,CI,/MeOH. De esta manera obtienen una proporcion de un 1% de monoprotegido, un 60%
de diprotegidos y un 32% de triprotegido 83. Finalmente utilizan MeOH como disolvente para
aumentar la velocidad de reaccion, 10 moles de trifluoroacetato de etilo (82) y ftrietilamina;
obtienen un 92% de ciclamo triprotegido 83 (Figura 2.15).2"?? La desproteccion la llevan a
cabo en medio basico suave, en consecuencia no se puede utilizar este grupo protector en el
presente trabajo ya que las reacciones posteriores se realizan en medio basico generado por

las aminas utilizadas para generar el fragmento no ciclamico del compuesto final.

o
o)
i F3CJ\OEt / EtsN / MeOH N
[NH HNj 82 FsC [N HNj
NH HN NaOH / MeOH FsC._N N{_CF;
TJT
o) \ o)
57 83

Figura 2.15. Proteccion N-1 del ciclamo (57) con el grupo trifluoroacetilo y su desproteccion.

Otra estrategia de proteccion de los grupos amino es la formacion de la
p-toluensulfonamida correspondiente, en general se utiliza el cloruro de tosilo en un disolvente
inerte como CH,CI, y en presencia de un secuestrador de acido como trietilamina o piridina.
Helps et al. sintetizan el ciclamo tritosilado 84 empleando una metddica anéaloga a la utilizada

por Frabbrizzi et al.'

en la sintesis del ciclamo triprotegido con Boc 66. Realizan la reaccion
entre el ciclamo (57) y el cloruro de tosilo en CH,Cl, y en presencia de trietilamina, con un
rendimiento del 51% (Figura 2.16).[23] El principal inconveniente de este grupo protector es que
las condiciones de desproteccion no son suaves y pueden afectar a otros grupos funcionales

presentes en la molécula.

Ts<

NH HN TsCl/ Et3N / CH,Cl, N HN 0
1}
[ j [ j Ts=§—8—< >—
i}
NH HN HBr / AcOH >N NS 0
L LT
57 84

Figura 2.16. Proteccion N-1 del ciclamo (57) con el grupo tosilo y su desproteccion.
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2.3.5. Sintesis del tri-tert-butilcarbamato del ciclamo 66.

Para la proteccién de los grupos amino del ciclamo (57) en el presente trabajo se
decide utilizar el Boc, ya que de todos los protectores descritos en el apartado anterior es el
que se ha empleado con mayor frecuencia en la proteccién de poliazamacrociclos ciclamicos.
Posee la caracteristica fundamental de los grupos protectores, es decir, es estable en las
condiciones de reaccion que se emplearan durante el resto de la via sintética. Ademas, tanto la
reaccion de proteccion como de desproteccion presentan rendimientos elevados y condiciones

de reaccioén suaves.

La proteccion del ciclamo se lleva a cabo por reaccién de 2.3 moles de dicarbonato de
di-tert-butilo (Boc,O) (65) por cada mol de ciclamo (57). El ciclamo (57) se disuelve en
diclorometano y se adiciona gota a gota una disolucién del Boc,O (65) en diclorometano. Se
agita a temperatura ambiente durante tiempos diferentes. Se obtiene una mezcla de ciclamos
protegidos con Boc y ciclamo sin reaccionar, que se separan por cromatografia de columna. Si
se analiza el rendimiento obtenido de 66 se observa como aumenta con el tiempo de reaccion
(Tabla 2.2), y se obtiene el mayor rendimiento, 58%, al dejar evolucionar la reaccién durante 6

horas y media.

Tabla 2.2. Reaccién de proteccion con Boc de tres de los grupos amino del ciclamo 57. Se observa como

aumenta el rendimiento de 66 al aumentar el tiempo de reaccion.

Tiempo de reaccion Rendimiento

5 3h 45min 29%
°°>N HN

[ j 5h 41%

Boc”  NBoc 5h 30min 46%
(J

66 5h 45min 53%

6h 30min 58%

El mecanismo de sustitucion nucledfila de formacién del carbamato 86 ocurre por el
ataque nucledfilo de un grupo amino de 62 sobre uno de los grupos carbonilo del Boc,O (65),
seguido de la eliminacion de CO, y tert-butanol (Figura 2.17). En el caso del ciclamo
triprotegido 66, el proceso ocurre para tres de los cuatro grupos amino presentes en el

ciclamo.?¥
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S B &

O (YO
/ | ~ 1
> R Y R2
R1\N,R2 85 86
H
62

Figura 2.17. Mecanismo de proteccién de grupos amino con Boc.
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2.4. Via sintética 1.

La primera via sintética planteada para la obtencion de los monociclamos consta de
una primera etapa de alquilacién del grupo amino libre del ciclamo 66 con «,«’-dibromo-p-xileno
(60) y una segunda etapa de alquilacién del grupo amino terminal de una poliamina 31

(fragmento no ciclamico) con el derivado ciclamico bromado 67 (Figura 2.18).

Boc\

OC\m Etapa 2 ﬁ
j /\©V Etapa 1. T@\/Br Eipa [ f@\/

Boc L\V/J “Boc 60 Boc L\V/J “Boc 31{4-11} o~ L\V/J “Boc

67 87

Figura 2.18. Via sintética 1. La primera etapa es la reaccion de alquilacién del grupo amino libre del
ciclamo triprotegido con Boc 66 con a,o’-dibromo-p-xileno (60). La segunda etapa es la alquilacion del
grupo amino terminal de una poliamina 31 (fragmento no ciclamico) con el derivado ciclamico bromado
67.

2.4.1. Etapa 1: sintesis de 1-[4-(bromometil)fenilmetil)]-4,8,11-tris(tert-

butoxicarbonil)-1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano (67).

Boc/qi\//] Boc

Figura 2.19. Estructura de  1-[4-(bromometil)fenilmetil)]-4,8,11-tris(tert-butoxicarbonil)-1,4,8,11-

tetraazaciclotetradecano (67).

La obtencién del derivado cicldmico bromado 67 sigue un mecanismo de sustitucién
nucledfila Sy2 (Figura 2.20). Se inicia mediante el ataque nucledfilo del grupo amino libre del
ciclamo triprotegido con Boc 66 sobre el C electréfilo del derivado halogenado ¢, «’-dibromo-p-
xileno (60), se desplaza el bromuro y se forma el nuevo enlace C-N. A continuacion la base :B

desprotona el i6n amonio 88 y rinde el producto de alquilacion 67.%4
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Boc\ K\V /\ 0C m Boc\
HNj /\@V - B [ Hﬁﬁ . [ TQ\/
Boc v “Boc 60 Boc” v “Boc - Boc” v “Boc H=g*

67

Figura 2.20. Mecanismo de alquilacion del ciclamo triprotegido con Boc 66 con o,o’-dibromo-p-xileno (60).

[25] [26]

El procedimiento utilizado por Fabrizzi“™ y Yen*™ consiste en realizar la reaccién con
cantidades equimolares de ciclamo triprotegido con Boc 66 y «,«’-dibromo-p-xileno (60), pero
obtienen el derivado bromado 67 con 45% y 70% de rendimiento respectivamente.
Experimentalmente se utiliza la metodologia descrita por Luengo y colaboradores para la
obtencion del derivado ciclamico bromado 67, donde se describe la reaccion del ciclamo
triprotegido con Boc 66 con un exceso de «,a’-dibromo-p-xileno (60), en proporcion 1:11, en
acetonitrilo y en presencia K,COj3. Esta metodologia utiliza un exceso de «,a’-dibromo-p-xileno
(60) para favorecer el ataque nucledfilo del grupo amino del ciclamo 66 solamente sobre uno
de los extremos del derivado bromado 60 y evitar la formaciéon de un derivado biciclamico.
Describen la obtencion de este intermedio bromado 67 con un 90% de rendimiento,’® sin
embargo al reproducir esta metodologia se obtiene el producto de interés 67 con un 70% de

rendimiento.

2.4.2. Etapa 2. sintesis de monociclamos sustituidos 87 a partir del

derivado ciclamico bromado 76.

4 I
Boc. m

4 ?Ck

Boc” v “Boc
e J

Figura 2.21. Estructura general de los monociclamos sustituidos con poliaminas 87.

La reaccion de obtencién de los monociclamos sustituidos 87 es analoga a la etapa 1,
también ocurre via un mecanismo Sy2. En primer lugar se produce un ataque nucledfilo de la
amina primaria 31 sobre el derivado ciclamico bromado 67 (Figura 2.22), que desplaza el

bromuro y rinde la amina secundaria objetivo 87, es decir, el monociclamo sustituido. Sin
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embargo, la amina secundaria 87 obtenida es mas nucledfila que la amina primaria 31 debido
al efecto inductivo +I de los sustituyentes, y por tanto la amina secundaria 87 reacciona
preferentemente con el derivado bromado ciclamico 67 presente en el medio dando lugar a una

segunda sustitucidn nucledfila que rinde el término de dialquilacion 89 de la amina primaria.

La dificultad de separacion de los productos mono 87 y dialquilados 89, junto con la
formacién preferente del término de dialquilacion 89, desaconsejan esta via de obtencion de los

monociclamos sustituidos con poliaminas 87 y por tanto se exploran otras vias alternativas.

N N N N
Boc” “Boc 31{4-11} Boc” “Boc
L, (L o

BOC\m R N N
CNYOATT Y

BOC/U‘BOC Boc d Boc

89

Figura 2.22. La reaccion de alquilacion de la amina primaria 31 con el derivado ciclamico bromado 67
rinde el monociclamo sustituido 87 objetivo pero la amina secundaria de este compuesto reacciona con el
derivado bromado 67 presente en el medio y rinde el término de dialquilacién 89.
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2.5. Via sintética 2.

La segunda via sintética planteada para la obtencién de los monociclamos 87 consta
de una primera etapa de alquilacién del grupo amino libre del ciclamo triprotegido con Boc 66
con 4-(bromometil)benzaldehido (74) y una segunda etapa de aminacion reductora del

derivado aldehidico del ciclamo 90 con una poliamina 31 (Figura 2.23).

- oo ) oo )
[ j +Br/\©\ Etapa 1 [ T@\ Etapa 2 [N Nf@\/n
cHo CHO HN-R R

NONC N N
Boc L\V/J Boc 74 Boc” L\V/J Boc 31{4-11} BOC/Ti\/JT‘BOC

66 90 87

Figura 2.23. Via sintética 2. La primera etapa es la reaccion de alquilacién del grupo amino libre del
ciclamo triprotegido con Boc 66 con 4-(bromometil)benzaldehido (74). La segunda etapa es la aminacion

reductora del derivado aldehidico del ciclamo 90 con una poliamina 31.

2.5.1. Sintesis de 4-(bromometil)benzaldehido (74).

QL
CHO

74

Figura 2.24. Estructura de 4-(bromometil)benzaldehido (74).

Se puede obtener el compuesto objetivo 74 por reduccidon de
4-(bromometil)benzonitrilo (91) con hidruro de diisobutilaluminio (DIBAH) con rendimientos

descritos del 68%%"y del 98%*® (Figura 2.25).

CN CHO

91 74

Figura 2.25. Reaccion de reduccion de 4-(bromometil)benzonitrilo (91) con DIBAH.

Igualmente se describe su obtencion por oxidacion de «,«’-dibromo-p-xileno (60) con

6xido de manganeso con un rendimiento del 60% (Figura 2.26).”%!
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Br/\©\/ MnO, Br/\©\
Br CHO

60 74

Figura 2.26. Reaccion de oxidacién de a,a’-dibromo-p-xileno (60) con MnO..

B% por bromacion

La sintesis de 4-(bromometil)benzaldehido (74) también esta descrita
de 4-(hidroximetil)benzaldehido (92) con N-bromosuccinimida (NBS) en presencia de

trifenilfosfina (PPhs), con un rendimiento del 73% (Figura 2.27).

CHO CHO

92 74

Figura 2.27. Reaccion de bromacién de 4-(hidroximetil)benzaldehido (92) con NBS y PPhs.

Se utiliza esta ultima metodologia de obtencién del 4-(bromometil)benzaldehido (74)
debido a la disponibilidad inmediata de los reactivos, la variacion de rendimientos descritos
para la reduccién de 4-(bromometil)benzonitrilo (91) con DIBAH, y la presencia de dos grupos

de reactividad idéntica en el «,«’-dibromo-p-xileno (60) para la oxidacion con MnOs,.

El primer paso es la obtencion del 4-(hidroximetil)lbenzaldehido (92) mediante la
reduccidon del aldehido libre del monoacetal dietilico del tereftalaldehido (34) con NaBH,,
seguido de la desproteccion del acetal 93 en medio acido, experimentalmente se obtiene este
producto con un rendimiento global del 70%. Finalmente, se lleva a cabo la bromacién con
2 moles de NBS y PPh; por cada mol de 4-(hidroximetil)benzaldehido (92), con un rendimiento
del 73% (Figura 2.28). El rendimiento global obtenido al realizar la sintesis de 74 a partir de 34
en el Laboratorio de Sintesis del GEM es del 51%.

OHC
NaBH, HO HCI / H,0
OFEt OEt
MeOH

34 OFt 95% o3 Ot 74%
CHO CH,Cl, CHO
92 74

73%

Figura 2.28. Obtencién de 4-(bromometil)benzaldehido (74) a partir del monoacetal dietilico del
tereftalaldehido (34), con los rendimientos de cada una de las reacciones. El rendimiento global de
obtencion de 74 es del 51%.
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La bromacion descrita por Kawabata y colaboradores rinde un 73% del producto
objetivo 74 después de 6 h de reflujo. Al reproducir la metodologia descrita, inicialmente se
deja que la reaccion evolucione durante 6 h, sin embargo, el rendimiento obtenido es del 57%
(en comparacion con el 73% descrito) y ademas se obtiene un subproducto que se identifica
como a,a,o-tribromo-p-xileno (94). Se estudia la evolucion de la reaccion a diferentes tiempos
por cromatografia de capa fina y se observa que en primer lugar se obtiene el producto de
interés, 4-(bromometil)benzaldehido (74), y posteriormente se forma el subproducto
tribromado 94 (sintetizado por S. D. Saraf por bromacion de p-tolualdehido con bromuro de

tionilo®'*2)

(Figura 2.29). Ademas, Spaggiari et al. describen la formaciéon de dihaluros
geminales por reaccién de un aldehido con reactivos basados en sistemas (PhO);P-
halogeno.®® Esta reaccion explicaria la formacion del subproducto a,a, «-tribromo-p-xileno (94)
a partir del 4-(bromometil)benzaldehido (74) obtenido y el exceso de PPh; y NBS presentes en

el medio de reaccion.

HO NBS / PPh; Br Br
- + Br
CHO CHO

92 74 94 Br

Figura 2.29. La bromacion del 4-(hidroximetil)benzaldehido (92) rinde 4-(bromometil)benzaldehido (74)

como producto mayoritario y a,o.,a’-tribromo-p-xileno (94) como producto minoritario.

Se aisla el 4-(bromometil)benzaldehido (74) del crudo de reaccion por cromatografia
de columna y se calcula el rendimiento obtenido segun el tiempo de reaccion (Tabla 2.3). Se
observa que al cabo de 2 h de reaccion se obtiene un 73% del 4-(bromometil)benzaldehido
(74), que coincide con el rendimiento descrito por Kawabata y colaboradores al cabo de 6 h de
reaccion, mientras que el rendimiento obtenido al dejar la evolucionar la reaccién durante 6 h
es del 57%, en comparacion con el 73% descrito por Kawabata et al. Se observa (Tabla 2.3)
que el rendimiento de 4-(bromometil)benzaldehido (74) disminuye al aumentar el tiempo de

reaccion debido a la formacion de «,a,«'-tribromo-p-xileno (94).

Tabla 2.3. Rendimiento de obtencion de 65 por bromacién del 4-(hidroximetil)benzaldehido (92) con NBS
y PPh; a diferentes tiempos de reaccion.

Tiempo de reaccion Rendimiento

BFA©\ 6h 57%
CHO

74 4h 30min 61%

2h 73%
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La reaccién de sustitucion del grupo hidroxilo por un atomo de bromo ocurre por un
mecanismo de sustitucion nucleofila Sy2, donde en primer lugar reacciona la trifenilfosfina (95)
con la NBS (96) para formar una sal de fosfonio 97, que reaciona con el alcohol 98 y rinde otro
intermedio tipo sal de fosfonio 99. Este intermedio 99 finalmente elimina éxido de trifenilfosfina

y rinde el derivado bromado objetivo 100 (Figura 2.30).543¢

/—\O Br7
!
Phy + Br-N — - PhgP
95
0
96

[

? R-OH (;
;; 98

+
N — R-0O—PPh;, R-Br
& -succinimida U -Ph3;PO 100
o)
97 99

Figura 2.30. Mecanismo de sustitucién nucledfila Sny2 de un hidroxilo por un bromo con NBS y PPhs.

2.5.2. Etapa 1: sintesis de 1-[4-(carboxaldehido)fenilmetil]-4,8,11-tris(tert-

butoxicarbonil)-1,4,8,11-tetraazaciclotetradecano (90).

O

N N2
Boc” K) Boc
90

Figura 2.31. Estructura de 1-[4-(carboxaldehido)fenilmetil)]-4,8,11-tris(tert-butoxicarbonil)-1,4,8,11-

tetraazaciclotetradecano (90).

La principal novedad de esta via sintética para la obtencion de monociclamos
sustituidos con poliaminas es la sintesis del derivado aldehidico del ciclamo 90. En la literatura,
la sintesis de este tipo de monociclamos se realiza a partir del derivado bromado del ciclamo
67, pero como se ha demostrado en la descripcién de la via sintética 1, ocurren reacciones

secundarias de polialquilacién cuando se utiliza como nucledfilo una amina primaria.

La obtencién del derivado ciclamico 90 a partir del ciclamo triprotegido 66 y el aldehido
74 sigue un mecanismo de sustitucion nucledfila Sy2 (analogo al descrito en la sintesis de 67,
ver Figura 2.19). Se inicia mediante el ataque nucledfilo del grupo amino libre del ciclamo

triprotegido con Boc 66 sobre el C electréfilo del 4-(bromometil)benzaldehido (74), se desplaza
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el bromuro y se forma el nuevo enlace C-N. Finalmente, la base desprotona el i6n amonio 101
y rinde el producto de alquilacion objetivo 90 (Figura 2.32).

CHO N cHo o

N N< N _N NZ
Boc” v Boc Boc” “Boc - Boc Boc
74 v Br v H-B*

66 101 90

Figura 2.32. Mecanismo de reaccion del ciclamo triprotegido con Boc 66 y 4-(bromometil)benzaldehido
(74).

Experimentalmente se realiza la reaccién de obtencidén del derivado ciclamico 90 por
reaccion de cantidades equimolares del ciclamo triprotegido con Boc 66 'y
4-(bromometil)benzaldehido (74) en acetonitriio y en presencia K,CO;. Se obtiene el

compuesto objetivo 90 con un 89% de rendimiento.

2.5.3. Etapa 2: sintesis de monociclamos sustituidos con poliaminas 87 a

partir del derivado ciclamico 90.

C O,

N N2
Boc” v Boc
87

Figura 2.33. Estructura de los derivados monociclamicos sustituidos con poliaminas 87.

En la literatura se describen aminaciones reductoras de ciclamos con aldehidos
utilizando un alcohol como disolvente y a temperatura ambiente®” o 65 °C.*®! Por analogia a
las aminaciones reductoras realizadas en el Capitulo 1, se utilizan cantidades equimolares del
derivado 90 y de la poliamina 31 en metanol, seguido de la reduccion de la imina intermedia
102 con NaBH, (Figura 2.34).
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Boc< A Boc. A Boc. A

[N Nn N N N N H
o —| (U, o € DU
NN CHO R NN R

1| NaBH,
Boc” v “Boc 31{4-11}

Boc” U “Boc Boc” v “Boc

90 102 87

Figura 2.34. Reaccion de obtencién de los monociclamos 87 a partir del derivado ciclamico 90 y la amina

31 correspondiente.

Se han utilizado métodos computacionales de docking sobre el correceptor CXCR4,
modelos QSAR y farmacoféricos calculados a partir de los compuestos activos previamente

[39] para seleccionar los monociclamos 70 posiblemente mas

identificados (Capitulos 3 y 4),
activos de la quimioteca disefiada en el apartado 2.2. El resultado de esta seleccioén identifica a
los monociclamos 70{8} y 70{11} como los candidatos a sintetizar. Por este motivo, la
optimizacion de la reaccion de aminacion reductora del monociclamo 90 con aminas 31 se

realiza concretamente con las aminas 31{8} y 31{11}.

El primer experimento de aminacion reductora del derivado cicldmico 90 con aminas 31
se realiza con la amina 31{11} (Figura 2.35) utilizando las mismas condiciones de reaccion que
en las aminaciones reductoras descritas en el Capitulo 1. Se observa que la reaccién no
evoluciona, ni siquiera al cabo de dos dias en agitacién en presencia de un agente
deshidratante y a reflujo. Después de aislar el producto 87{11} del crudo de reaccién y de
purificarlo por cromatografia de columna, se cuantifica el rendimiento en sélo un 32%. Se repite
el experimento, pero en este caso se utiliza una calefacciéon por microondas a 100 °C durante
2 h, el resultado es el mismo, se obtiene el producto de interés 87{11} con un 32% de

rendimiento.

Boc. m Boc. m
N N PN N N ﬁo
C ) LU P G PN
CHO o N
N N N
Figura 2.35. Reaccion de obtencion del monociclamo 87{11} a partir del ciclamo 90 y la amina 31{11}.

También se realizan ensayos con la amina 31{8} (Figura 2.36) utilizando esta
metodologia, pero en este caso el resultado es incluso peor, no se observa la formacion del

producto objetivo 87{8}.
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Boc.. m Boc. m
N N HON AN N N N H
[ j CHO+ i [ j N~N
Boc/N N\Boc 31{8} Boc/N N\Boc
™ w0 L 87(8)

Figura 2.36. Reaccion de obtencion del monociclamo 87{8} a partir del ciclamo 90 y la amina 31{8}.

En la literatura se describe el uso de un acido de Lewis suave, el isopropéxido de
titanio (V) (Ti(OiPr),), para favorecer la formacién del intermedio iminico en las aminaciones
reductoras de aminas y aldehidos o cetonas con NaBH, o NaBH;CN."“**4 La principal ventaja
de este acido de Lewis es que se puede utilizar en presencia de grupos funcionales
incompatibles con medio acido, como el Boc. Ademas, el Ti(OiPr), actia también como agente
deshidratante, ya que en presencia de agua forma oxido de titanio e isopropanol.*® El

[ [43,46]

mecanismo de la reaccién descrito por Mattson et a sugiere la formacion de un intermedio

de titanio 103, que se reduce directamente o via especies iminicas transitorias (Figura 2.37).

RS\N,R4
H Ti(OiPr), RAR,N NaBH,  R.R.N
+ - 374 OTi(OiPr); Rl
)(J)\ -iPrOH R; R, R R,
R R, 103 104

Figura 2.37. Mecanismo de aminacion reductora de aminas y aldehidos/cetonas con Ti(OiPr)s.

Esta metodologia se ensaya mediante la reaccién de cantidades equimolares del
derivado ciclamico 90 y la amina 31{8} con un exceso de Ti(OiPr), (dos equivalentes) y a
temperatura ambiente. Se obtiene el monociclamo protegido con Boc 87{8} con un 76% de
rendimiento.

En la Tabla 2.4 se resumen los resultados obtenidos en la aminacién reductora del
ciclamo 90 con las aminas 31{8} y 31{11}. Se observa claramente que el uso del catalizador de

Ti(OiPr), mejora cuantitativamente el rendimiento de esta reaccion.

Tabla 2.4. Rendimientos obtenidos en la aminacién reductora del ciclamo 90 con las aminas 31{8}
(X=CH,, R=Me) y 31{11} (X=0, R=H) con las diferentes metodologias descritas en este apartado.

Compuesto Metodologia  Rendimiento

soc [ ) 87{8} X=CHz, R=Me MW, 100 °C -

R
N N/\©\/H X .
[ j No~_N_J 8748 X=CH,,R=Me  Ti(OiPr); 76%
N N

Bl LB 87{11} X=0, R=Me reflujo 65 °C 32%

87{11} X=0, R=Me MW, 100 °C 32%
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2.5.4. Desproteccién de los grupos Boc de los monociclamos sustituidos
87.

ZT

N
[NH HNT©\/ R

Figura 2.38. Estructura de los monociclamos objetivo 70.

La desproteccion del grupo Boc se realiza generalmente en medio acido: acido
trifluoroacético, acido sulfurico, acido p-toluensulfénico, acido metanosulfénico y HCLH"! Pero
también se ha descrito la desproteccion térmica, es decir, por calefaccion a 150 °C.“® Incluso

49501 4 en condiciones suaves

se han llevado a cabo desprotecciones en medio basico,
utilizando fluoruro de N-tetrabutilamonio.®"*? En la sintesis de derivados ciclamicos descritos
en la literatura, la desproteccion del grupo Boc se realiza preferentemente con HCl/dioxano,
HCI/EtOEt con rendimientos que oscilan entre el 34% y el 97%.1"%"!

Experimentalmente se lleva a cabo la desproteccién de los monociclamos 87{8} y
87{11} con HCI/EtOEt a temperatura ambiente durante 12 h y se obtienen los clorhidratos de
los monociclamos desprotegidos 70{8} y 70{11} con rendimientos del 90% y 36%

respectivamente (Figura 2.39).

~ o

OO O

HHN NH HN

K) 70{8} K) 70{11}

zZ

Figura 2.39. Estructura de los monociclamos sustituidos con poliaminas 70{8} y 70{11}.
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2.6. Resultados v discusion.

Se han utilizado métodos computacionales de docking sobre el correceptor CXCR4,

modelos QSAR y farmacoféricos calculados a partir de los compuestos activos previamente

identificados (Capitulos 3 y 4),*% para seleccionar los monociclamos 70 posiblemente mas

activos de la quimioteca disefiada en el apartado 2.2. El resultado de esta seleccién identifica a

los monociclamos 70{8} y 70{11} como los mejores candidatos como inhibidores del

correceptor CXCR4. La obtencion de estos compuestos se realiza utilizando la via sintética 2,

desarrollada en el apartado anterior, que se basa en la obtencién de un intermedio comun 90,

que no se halla descrito en la literatura, sobre el que se realizan aminaciones reductoras con

las aminas 31 correspondientes y se obtienen, después de la desproteccion de los grupos Boc

de 87, los compuestos objetivo 70{8} y 70{11} (Figura 2.40).

[ NH HN j Boc,0
58%

OHC
OEt
34 OEt
1) NaBH,
70% j 2) HCI/H,0

HO/\©\
CHO

92
73% l NBS/PhP;

m Br/\©\
Boc[\N HN] 74 CHO

89%
NOONS
Boc v Boc
66 NHNT>>"N
31{8}
Ti(OiPr),
2)NaBH,4
Boc\m
N N H
[ j N ~N

90% J HCI / EtOEt
[NH N

NH HN

(L 70(8}

j\©\CHO

BOC/U\BOC

1)H2N/\/\N

31411} Q)

3200\ 2NaBH,

37% l HCI / EtOEt

N
[NH Nj\©vn\/\/'© 6HCl

NH HN
70{11}

Figura 2.40. Esquema de sintesis de los monociclamos sustituidos con poliaminas 70{8} y 70{11}.
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La obtencion del intermedio 90 a partir del ciclamo (57) se realiza en dos etapas, una
de proteccion de los tres de los grupos amino del ciclamo (57) con un rendimiento del 58% y
una segunda etapa de alquilacion del grupo amino libre de 66 con el bromoderivado 74 con un
89% de rendimiento, de manera que el rendimiento global de obtenciéon de este nuevo
compuesto 90 es del 52%. A partir de este compuesto 90 se introduce la diversidad de la
quimioteca disefiada por reaccién de aminacion reductora con diferentes aminas 31.

Se compara (Figura 2.41) el resultado obtenido en la sintesis de este intermedio 90 con
el obtenido en la sintesis del intermedio analogo 67 realizado en AnorMED (21% rendimiento a
partir del ciclamo (57) y el realizado en el presente trabajo (41% de rendimiento a partir del
monociclamo 57). Se determina que el resultado obtenido en la estrategia sintética desarrollada
a partir del derivado ciclamico 90 presenta un rendimiento mas elevado. Ademas, la ventaja de
este método, frente al utilizado por AnorMED, es que la etapa posterior de reacciéon con las
aminas correspondientes se realiza por aminacién reductora a partir de 90, que presenta
rendimientos mas elevados que la alquilacion a partir del derivado bromado 67 cuando se
utilizan aminas primarias, ya que en esta situacién se producen polialquilaciones que provocan
la disminucién drastica del rendimiento de obtencion del monociclamo de interés 87
(monoalquilado). Ademas, el monociclamo 87, obtenido por alquilacién de una amina primaria

31 con el derivado bromado 67, no se consigue separar de los productos de polialquilacion.

(A HAR oo )
oG ey TN
CHO .

89% SNOONS [H] NN R

Boc v Boc

Boc. A 90 87

57 66 H,N-R
70% B°°\mm 31{a-11} B°°‘m H
) e .
Br B _N N‘B N NI R
Br ©°°°¢ v 0C Boc v Boc

67 polialquilaciones 87

Figura 2.41. Esquema de sintesis de los intermedios monociclamicos 90 y 67 y los monociclamos

sustituidos con aminas 87.

El rendimiento global de la sintesis del monociclamo 70{8} es del 35%, mientras que el
del monociclamo 70{11} es del 6% (Figura 2.42). Este ultimo valor se puede aumentar si se
realiza la etapa de aminacion reductora con catalisis de Ti(OiPr),, como se puede comprobar
en los resultados obtenidos en el ensayo realizado con la amina 31{8}. En la sintesis del
derivado ciclamico 87 con esta amina 31{8} sin el uso del catalizador no se llega a obtener el
producto deseado, mientras que el uso del catalizador permite obtener dicho producto con un

rendimiento del 76%. Otra etapa que causa una disminucién del rendimiento global de
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obtencion del monociclamo 70{11} es la desproteccion de los grupos Boc de 87{11}. La
diferencia del valor de este rendimiento respecto al 90% obtenido para la 70{8} se puede
explicar por la etapa adicional de recristalizacion necesaria en el 70{11}. Asimismo, los
resultados descritos en la literatura para la desproteccién de monociclamos analogos también

presentan variaciones similares del rendimiento.” !

N N2
Boc/v Boc
DHNTNTY

1) HNT>>"
31{8} 3111} K/o
OIPF 60/0 20/ 2 NaBH4
2)NaBH,

Boc\m Boc\ O
[ T@\/ N j \/\/N
Boc” v “Boc 87{8} BOC K) Bee 87{11}

90% j HCI / EtOEt 37% l HCI / EtOEt

N

N

NH HN NH HN

) 70(8} (L 70{11)

Figura 2.42. Aminacion reductora del intermedio ciclamico 90 con las aminas 31{8} y 31{11} y posterior

desproteccion de los grupos Boc para rendir los monociclamos 70{8} y 70{11}.

En resumen, se ha desarrollado una metodologia que permite obtener monociclamos
sustituidos de estructura 70 a partir del intermedio clave aldehido ciclamico 90 y aminas
primarias 31. Este intermedio 90 se obtiene con rendimientos superiores a los descritos para su
analogo bromado 67 y ademas permite utilizar aminas primarias como reactivos en la

obtencion de los monociclamos 70.
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Se determina la actividad antiviral (ECs) y la citotoxicidad (CCsp) de 70{8} y 70{11} en
el grupo del Dr. Esté del Laboratorio de Retrovirologia de la Fundacion IrsiCaixa utilizando la
metodologia detallada en el Capitulo 1 (apartado 1.4). El valor de ECs, obtenido para el 70{8}
es de 0.022 pg/mL y para el 70{11} es 0.058 pg/mL; ademas ambos compuestos presentan un

valor de CCs, superior a 25 ug/mL, es decir, no son téxicos para las células (Tabla 2.5).

Tabla 2.5. Valores de actividad anti-VIH (ECsp) y de citotoxicidad (CCso) expresados en ug/mL de los
compuestos sintetizados 70{8} y 70{11} y de los compuestos de referencia AMD3100 (inhibidor de la
union del virus a CXCR4) y DS (inhibidor de la unidn del virus a la célula) y 32{8,8} (inhibidor de la unién
del virus a CXCR4 disefiado en el Capitulo 1).

Estructura Nombre ECso/pg-mL™?  CCso/pg-mL™

NH N
H .
[ T@\/N\/\/Q eHc 70{8} 0.022 >25

NH N o
H .
[ T@VNWNJ eHc 70{11} 0.058 >25

NN
H i 32{(8,8} 0.008 >25

NH N [
[ j\©\/N HN AMD3100 0.001 >5

Cabe destacar que ambos monociclamos, 70{8} y 70{11}, presentan mejor actividad
antiviral que los monociclamos sintetizados en AnorMED, excepto AMD3645 (Tabla 2.1).
Ambos monociclamos, 70{8} y 70{11}, presentan valores de actividad en el rango de los ng/mL,
sin embargo son menos activos que el biciclamo de referencia AMD3100. Tampoco resultan
mas activos que la poliamina disefiada en el Capitulo 1, 32{8,8}. Es un resultado sorprendente
en el caso del 70{8}, ya que si se analiza su estructura se puede comprobar que esta formado
por el linker p-fenilenbismetilénico presente en el AMD3100 y en 32{8,8} (ambos simétricos), y
sustituido por un ciclamo y por la amina 31{8}, los fragmentos que estan presentes a cada lado

del linker en los dos compuestos simétricos de referencia. Este resultado podria indicar que
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una sustitucién no simétrica no es favorable para la union al correceptor CXCR4, sin embargo,
en el Capitulo 1, compuestos de sustitucidon no simétrica han resultado mas activos que sus
correspondientes analogos de sustitucion simétrica. Un ejemplo seria el compuesto 32{4,6}
cuyo valor de ECsy es de 4.8 ug/mL mientras que sus analogos simétricos 32{4,4} y 32{6,6}
presentan valores de ECsq de 10.2 ug/mL y >25 ug/mL respectivamente. Por lo tanto, no se
puede establecer una relacion directa de la estructura con la actividad y se enfatiza la
necesidad de disponer de modelos computacionales que permitan predecir la actividad de

nuevos monociclamos.
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3.1. OSAR (quantitative structure-activity relationship).

Los modelos QSAR y QSPR (quantitative structure-property relationship) cuantifican la
correlacion de las caracteristicas derivadas de la estructura de compuestos quimicos
(descriptores) con su actividad biolégica u otra propiedad. En el disefio de quimiotecas, el
numero de compuestos que se pueden sintetizar en la practica para poder evaluar su actividad
es mucho menor que el numero total de compuestos que componen estas quimiotecas
virtuales. Este hecho crea una necesidad de desarrollar herramientas que permitan el cribado

virtual de las quimiotecas, los modelos QSAR son un ejemplo.

Los primeros trabajos sobre QSAR se remontan al siglo XIX, en el area de la
toxicologia. En 1863, Cros observa que existe una relacion entre la toxicidad de alcoholes
primarios alifaticos y su solubilidad en agua. Cinco afnos mas tarde, Crum-Brown y Fraser
postulan que la accion fisiolégica de una sustancia en un sistema biolégico es funcion de su
constitucion quimica. Asimismo, en 1890, Meyer y Overton, en trabajos independientes,
relacionan la toxicidad de compuestos organicos con su lipofilia. De esta manera se demuestra
que existe una relacion entre la estructura de los compuestos quimicos, las propiedades de sus
sustituyentes y toxicidad.' No es hasta bien entrado el siglo XX que Hammett correlaciona las
propiedades electrénicas de acidos y bases organicos con sus constantes de equilibrio y
reactividad.”) En 1952, Taft afiade a la ecuacién de Hammett los efectos estéricos de los
sustituyentes.” EI primer modelo QSAR moderno se basa en los trabajos de Hammett y Taft, y

fue desarrollado por Hansch y colaboradores en 1962.1"

Este trabajo describe la relacion entre
la estructura y la actividad de sustancias reguladoras del crecimiento de plantas con las
constantes de Hammett y la hidrofobicidad mediante la Ecuacién 3.1, donde C es la
concentracion toxica, o es la constante de Hammett que indica la fuerza relativa de dador o
aceptor electrénico de los sustituyentes y 7 indica la hidrofobicidad relativa de un sustituyente
(Ecuacion 3.2, donde Py y Py son los coeficientes de particion de un derivado y del compuesto
de referencia). Hansch mejora el modelo desarrollado en trabajos posteriores donde ademas
incluye nuevas definiciones para las constantes hidrofébicas. Asi se pasa de un modelo lineal a

una ecuacion parabdlica, Ecuacion 3.3.5°

IOglza0'+b7r+C [3.1]
C

7 =logPy —log—Py [3.2]

Iogé:alogP —b(logP)2 +co+d [3.3]

Estos modelos consideran una plantilla comun o referencia, que generalmente es un
anillo aromatico, con una variaciéon estructural limitada, como cambios de sustituyentes en
determinadas posiciones. El principal problema de este enfoque es la gran cantidad de
compuestos que se requieren para explorar todas las combinaciones estructurales. Para evitar

este problema combinatorio, paralelamente se desarrollaron enfoques alternativos, entre los
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que destaca el de Free y Wilson, que relaciona la actividad con la presencia de un grupo
funcional en una posicion especifica en una serie de analogos mediante la Ecuacion 3.4, donde
BA es la actividad bioldgica, a; es la contribucion de cada caracteristica estructural, x; es la
presencia (xi=1) o ausencia (x;=0) de un fragmento estructural concreto, y u es la contribucién

media del compuesto de referencia.”

BA =) aX+u [3.4]

El alejamiento de los modelos lineales llevé a un desarrollo exponencial en el campo
del analisis QSAR. Entre ellos destaca la aproximacion de McFarland que relaciona el
transporte de un farmaco con su hidrofobicidad en modelos multicompartimentales mediante la

Ecuacion 3.5.®

Iogé:alogP —2alog(P +1)+c [3.5]

A partir de estos resultados, Kubinyi desarrolla en 1976 el modelo bilineal que mejora
los resultados obtenidos con anterioridad. Este modelo esta definido mediante la Ecuacion 3.6,
donde J es la relacion de volumenes de la fase organica y la fase acuosa del sistema biolégico

estudiado.®
Iogé:alogP —blog(BP +1)+c [3.6]

Posteriormente se desarrollan los métodos QSAR 3D donde se relacionan la forma y
propiedades de las moléculas con caracteristicas moleculares especificas y su relacién
espacial. Entre ellos destaca el analisis CoMFA (comparative molecular field analysis)
introducido por Cramer en 1988, donde se calculan las energias de interaccion estérica (van
der Waals) y electrostatica (Coulomb) entre cada molécula y un atomo o grupo sonda
adecuados situados en puntos regularmente espaciados de una malla tridimensional que rodea
a todos los compuestos alineados. El analisis CoMSIA (comparative molecular similarity indices
analysis), desarrollado por Klebe,'" es analogo al anterior pero considera cinco campos
moleculares: estérico, electrostatico, dador y aceptor de hidrégeno, e hidrofébico (ejemplo en la
Figura 3.1).

Figura 3.1. Izquierda: modelo CoMSIA donde se indican las interacciones estéricas favorables en verde y
desfavorables en amarillo. Derecha: modelo CoMSIA donde se indican las interacciones hidrofébicas

favorables en azul y desfavorables en verde (figura de www.optive.com/data/SYBYL).
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El proceso de desarrollo de un modelo QSAR se puede dividir en tres etapas
generales: preparacion de datos, analisis de datos y validacion del modelo. La primera etapa
engloba la seleccion de las bases de datos moleculares para realizar los estudios QSAR,
calculo y seleccion de descriptores moleculares. La segunda etapa consiste en la aplicacion de
métodos estadisticos para el desarrollo de los modelos QSAR con los descriptores
seleccionados. La mayor parte de ellos estan basados en regresion lineal multiple, regresion
por minimos cuadrados parciales (PLS, partial least squares) y métodos no lineales (como
algoritmos genéticos, redes neuronales, etc). Todos los métodos utilizan los descriptores como
variables independientes y las actividades biolégicas como variables dependientes. La ultima
etapa es la validacion de los modelos desarrollados ya que un modelo que reproduce los
resultados experimentales de la base de datos con que ha sido entrenado (training set) no tiene
por qué rendir adecuadamente en nuevos compuestos, fendmeno que se conoce con el
nombre de overfitting o sobreajuste. Por lo tanto esta etapa de validacién es tan importante

como la etapa de construccion del modelo QSAR.

Ademas, un modelo QSAR ideal debe cumplir una serie de condiciones. En primer
lugar debe considerar un numero adecuado de compuestos para ser estadisticamente
representativo. Estos compuestos también deben cubrir un rango de actividad de varios
ordenes de magnitud para los modelos de regresion, o tener una distribucion adecuada de
compuestos en cada clase (activo e inactivo) para los modelos de clasificacién. Por ultimo, los
modelos se deben poder utilizar para realizar predicciones fiables para nuevos compuestos
(Figura 3.2).

[ compuesto 1

I compuesto  pECs, descriptor1l descriptor 2 descriptor 3

raY i 1 77 4.98 12.8 2,63
e atd =i
{ W Il 2 8.7 0.72 15.1 -0.16
— 3 1.1 3.89 9.0 -0.38
N =

U

pEC,, = a-descriptorl + b-descriptor2 + ... + ¢

Figura 3.2. Esquema de trabajo para el calculo de modelos QSAR.
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3.2. Parametros utilizados en el andlisis de los modelos OSAR.

Los modelos QSAR se validan mediante dos procedimientos. El primero es la
validacién cruzada, que es un procedimiento de validacion interna mediante el cual porciones
del training set se dejan fuera de la construccion del modelo y posteriormente se estiman sus
valores como si fueran nuevas moléculas. En la validaciéon cruzada leave one out, para n
compuestos se divide el training set en n porciones, se evalla la actividad de un compuesto
creando el modelo con los n-1 compuestos restantes, y asi sucesivamente para cada una de

las porciones. El segundo procedimiento es una validacion externa con un test set.

El rendimiento de los modelos QSAR obtenidos se valora mediante los siguientes

parametros estadisticos:

- Coeficiente de correlacion para el modelo, R?, la validacion cruzada (LOO), R%.00, y
la validacion con el test set, thest. Se calculan mediante la Ecuacion 3.7 donde x es
valor experimental de pECs, (calculado como -log ECs, en unidades molares) e y
es el valor de pECs5 calculado mediante el modelo.
R - Y (X=X)-(y-y)

VE(x-%2-5(y -y

[3.7]

La validacion cruzada LOO consiste en eliminar uno de los compuestos del training
set, generar un modelo a partir del resto de compuestos y realizar la prediccion del
compuesto eliminado. El valor del coeficiente de correlacion de la validacion
cruzada, RZLOO, se ha utilizado ampliamente como criterio de robustez y capacidad
predictiva de un modelo, con un umbral fijado en 0.5 (y fijado en 0.6 para el
modelo). No obstante, un valor elevado de este coeficiente de correlacion se
considera una condicidon necesaria para que un modelo tenga una elevada
capacidad predictiva, pero no es una condicién suficiente. Por lo tanto, los modelos
se validan con un test set externo para determinar su capacidad predictiva real
(thest . 0_5)_[12,13]

- Error cuadratico medio RMSE (root mean squared error) para el modelo, RMSE, la
validacion cruzada (LOO), RMSE, oo, y la validacion con el test set, RMSE,
definidos por la Ecuacion 3.8 donde n es el numero de compuestos y SSE se

define en la Ecuacioén 3.13.

RMSE = 1/E [3.8]
n

- Test de Fisher se utiliza para determinar el grado de bondad con que una variable
independiente predice a la variable dependiente, y examinan las medidas de
variacion. La primera es la suma total de cuadrados (SST), que puede dividirse en
dos partes: la variacion explicada o suma de cuadrados debida a la regresion

(SSR) y la variacion no explicada o suma de cuadrados de error (SSE). SST es la
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suma de cuadrados de las desviaciones de los valores experimentales de su media
y los grados de libertad gdlsst se calculan a partir del nimero de compuestos n

utilizados para crear el modelo (training set) (Ecuaciones 3.9 y 3.10).
SST =3 (x - X) (3.9]
gdlSST =N —1 [310]

SSR representa la diferencia entre el valor promedio de y y el valor promedio de y
gue seria predicho a partir de la relacion de regresion, y los grados de libertad
gdlssg se calculan a partir del nimero de descriptores d que utiliza el modelo
(Ecuaciones 3.11y 3.12).

SSR=3(y-y)? [3.11]
ngSSR = d [312]

SSE representa aquella parte de la variacion que no es explicada por la regresion,
y los grados de libertad gdissg se calculan a partir del nUmero de compuestos n
utilizados para crear el modelo, y del nimero de d descriptores que utiliza el

modelo, (Ecuaciones 3.13y 3.14).
SSE =¥ (x-y ) [3.13]
ngSSE =Nn —d —1 [314]

El valor de F del test de Fisher se utiliza para probar hipétesis, de manera que la
hipétesis nula Hy asume que el modelo no predice mejor que el valor medio de la
actividad y la hipétesis H; asume lo contrario, generalmente se acepta o rechaza
H, con un cierto nivel de significancia «, que significa que la probabilidad de H; de
ser cierto o falso es como minimo «. Para decidir si se acepta H; a cierto nivel de
significancia, se utiliza la distribucion-F. El valor calculado de F se compara con el
valor critico para los correspondientes grados de libertad, es una comparaciéon de
la varianza explicada por el modelo y la varianza de los residuales, de manera que
cuanto mas alejado esté el valor de F del valor critico mas fiable sera el modelo.
También se calcula p, la probabilidad de error asociada al test de Fisher. Valores
elevados de F indican la fiabilidad de la ecuacion del modelo QSAR. Se calcula el

valor de F con « = 0.05 mediante la Ecuacion 3.15.

SSR/k
ngISSR 'gdlsse ' T SSE/(n —d _1) [3'15]
Se ha descrito que cuando SSE es menor que SST un modelo QSAR es
significante y predice mejor que al azar, ademas se describe que un modelo QSAR
es dependiente si se cumple la condicidon expresada en la Ecuacion 3.16 y cuanto

menor sea el valor de este cociente mejor es el modelo.™
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138

SSE
st <04 [3.16]

El test de Grubbs implementado en MOE permite detectar ouliers mediante el
calculo de Z-Score (Ecuacion 3.17), que se puede interpretar como el numero de
desviaciones estandar de la media, de manera que los compuestos que presentan

un valor mayor o igual a 2.5 deben ser cuidadosamente examinados.

x|
RMSE

Z — Score = [3.17]

18!

Tropsha et al'™ considera un modelo QSAR predictivo si cumple la condicion

definida por la Ecuacién 3.18, donde R? y Rg son los coeficientes de correlacion

para el modelo sin fijar la intercepcion y fijando la intercepcién a 0 respectivamente,

cuyos valores ademas deben ser parecidos (Figura 3.3).

2 2
RERO co [3.18]
R
Otra de las condiciones descritas por Tropsha et al™ para asegurar la predictividad
de un modelo se presenta en la Ecuacién 3.19, donde k es el valor de la pendiente
de la regresién cuando la intercepcion es 0, cuanto mas cercano a 1 mejor

(Figura 3.3).

0.85sk<1.15 [3.19]

10

y = 0.9936x
R?=0.7728

pECs, calculado
»

y = 0.8139x + 0.9681
4 3 R®=0.8139

pECs, experimental

Figura 3.3. Modelo sin fijar la intercepcion (negro) y fijando la intercepcion a 0 (azul) donde
se muestran ademas el valor de R* en cada caso y el valor de la pendiente cuando la

intercepcion es 0 (ecuacion de la recta en azul).
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3.3. Seleccidn de training set y test set.

Se compila una base de datos de 39 compuestos con actividad anti-VIH conocida, 38
procedentes de la quimioteca de analogos al AMD3100 disefiada en el Capitulo 1 y el propio
AMD3100. Esta base de datos de compuestos se divide en dos subconjuntos, training set
(30 compuestos) y test set (9 compuestos), tal que ambos subconjuntos presentan el mismo
perfil de nimero de compuestos en los diferentes intervalos del valor de la actividad anti-VIH
expresada como pECs, (Figura 3.4). El training set se utiliza para el calculo de los modelos
QSAR mientras que el test set se utiliza para evaluar la calidad de los diferentes modelos
obtenidos. Se recomienda disponer de entre un 20% y un 30% de la base de datos para
construir el test set.'"” Ademas, es aconsejable que el test set esté formado por mas de cinco
compuestos, cuyos valores de actividad y estructuras deben cubrir el rango de actividades y
estructuras de los compuestos del training set. Esta condicidon es necesaria para obtener
estadisticas fiables de la comparacion de los valores de actividad experimentales y calculados

con los modelos QSAR.™

14

12 1

10

W training set
6 - W test set

namero de compuestos

<4 45 56 6-7 7-8 >8
PECso

Figura 3.4. Distribucion de los compuestos segun el valor de su actividad anti-VIH expresada en pECsg

del training set (azul) y del test set (verde)

Después de realizar la division de la base de datos el training set queda constituido por
las moléculas: 37{1,11}, 37{2,4}, 37{2,5}, 37{2,9}, 37{3,5}, 37{3,6}, 37{3,8}, 37{3,9}, 37{3,11},
32{4,4}, 32{4,5}, 32{4,6}, 32{4,9}, 32{5,5}, 32{5,6}, 32{5,7}, 32{5,10}, 32{6,7}, 32{6,8}, 32{6,11},
32{7,9}, 32{7,11}, 32{8,8}, 32{8,10}, 32{8,11}, 32{9,9}, 36{1}, 36{2}, 35{9} y AMD3100 (Anexo 2)

Mientras que el test set esta formado por: 37{1,5}, 37{2,11}, 32{5,8}, 32{5,9}, 32{5,11},
32{8,9}, 32{9,11}, 35{5} y 35{8} (Anexo 3).
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3.4. Alineamiento.

Los compuestos de la base de datos se caracterizan mediante descriptores
moleculares, se han calculado 191 descriptores 2D y 3D internos y externos con MOE
2005.06."" Los descriptores 3D, como su nombre indica, dependen de la configuracién y
disposicion en el espacio de las moléculas, por lo tanto es importante escoger una
conformacién 3D adecuada para los compuestos de la quimioteca. Se ha considerado como
conformacién adecuada la que adopta el AMD3100 al interaccionar con el correceptor CXCR4,

determinada por docking sobre la estructura modelada del correceptor,'

y se ha utilizado
como plantilla para alinear los compuestos de la base de datos, tanto del training set, como del
test set. Para el alineamiento se han utilizado estos compuestos protonados a pH fisiolégico.
Dado que el estado de ionizacion de los atomos influye en el valor que toman ciertos
descriptores, es importante cargar correctamente los compuestos. Se han calculado los pk, de
cada compuesto de la base de datos con el mddulo pK, v8.02 de ChemSketch ACD," los
protones que han presentado un pK,27 se han ionizado. Ademas se ha calculado las cargas

parciales las moléculas y se ha optimizado la geometria con el force field MMFF94.

Cada compuesto se alinea con la plantilla escogida, el AMD3100, utilizando el médulo

FlexAlign de MOE vy fijando los siguientes parametros de similitud:
- dador de puente de hidrégeno
- aceptor de puente de hidrégeno
- aromaticidad
- hidrégenos polares

volumen

Los alineamientos se evalian mediante los parametros F (similitud), U (energia) y S

(score):?%

F es el score de la similitud, es una medida basada en la superposicién de las
densidades-P de las dos conformaciones alineadas (AMD3100 fijado en la conformacion en el
sitio de unién y una conformacién generada estocésticamente para cada compuesto de la base
de datos), donde P se refiere a los parametros del alineamiento o propiedades (aromatico,
dador o aceptor de puente de hidrégeno, etc.) y la densidad es la probabilidad de que un punto
en el espacio tenga la propiedad anteriormente definida. La funcidn de densidad de
probabilidad utilizada es una funcién gaussiana definida por la Ecuacién 3.20, donde s® es la

varianza inversa a lo largo de cada eje y X es el centro (y media) de la densidad.
3 ,g 1 2 2
f(x)=s(27) 3 exp _E|X_XO| s [3.20]

Un atomo con nucleo en Xq y radio de van der Waals r se representa mediante la

Ecuacion 3.21, donde a y r determinan el ancho de la densidad.

140



Capitulo 3

a 3(2 )_E 1 2(a)?
T @r)zexp _§|X_XO| - [3.21]

La posicién 3D de n atomos de una molécula dada una conformacioén se definen como
X1,.--, Xn- El grado en que un atomo i presenta una propiedad P se define con el parametro no
negativo w;. La densidad-P de una conformacién se define mediante la Ecuacion 3.22, donde
se asigna a cada punto del espacio x la probabilidad, expresada como suma de densidades

gaussianas, de que x presenta esa propiedad.

3
n oo 2\2 2 Iy _y 2
fp(x): %[ia—z] exp[—a—MJ [3.22]
=1

2r r;

El valor del parametro w; se define segun la propiedad:

acido/base: wi=1 si el atomo i es base, -1 si es acido, y 0 en otros casos
- aromaticidad: w;=1 si el &tomo i es aromatico, y 0 en caso contrario

- exposicion superficial: w; es la fraccidon de area superficial de van der Waals

expuesta para el atomo i

- aceptor de puente de hidrégeno: wi=1 si el atomo i es aceptor de puente de

hidrégeno, y 0 en caso contrario

- dador de puente de hidréogeno: wi=1 si el atomo i es dador de puente de hidrégeno,
y 0 en caso contrario

- hidrofobicidad: wj=1 si el &tomo i es hidrofébico, y 0 en caso contrario

- logP(o/w): w; es la contribuciéon del atomo i a logP(octanol/agua) utilizando el

método de Wildman y Crippen.”?"

- refractividad molar: w; es la contribucion del atomo i a la refractividad molar

- carga parcial del force field: w; es la carga parcial del atomo i.

volumen: w; es 1 para cada atomo.

Dadas dos densidades-P para dos moléculas, la superposicion de las dos densidades
es una suma de densidades gaussianas en las distancias interatdmicas expresada mediante la

Ecuacion 3.23.

3
— 2
nnowh 2 2 2 |x; — X'
FP:ZZm ; (62‘ 2) exp _a_| I2 J2| [3.23]
i=1j=1 n 27zri +Sj 2 li +|’Ij
Esta ecuacion de superposicion se puede generalizar a mas de una propiedad

mediante la suma de las ecuaciones individuales de superposicion. Dadas tres propiedades

definidas por los pesos de las propiedades atémicas u, v y w, se expresa la similitud de dos
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conformaciones moleculares mediante la Ecuacién 3.24, donde C,, C, y C,, son los pesos

positivos de enfatizacion o no enfatizacion de las densidades-P particulares.

[3.24]

3
hd 12

nn er(riz + rf) 2 r24r?

Finalmente, el score de F se calcula con la Ecuacion 3.25, de manera que cuanto

menor es su valor mayor es la similitud entre los dos compuestos alineados.
F - Score = —KT logF [3.25]

U es la energia media de tensién de los compuestos alineados, expresada en kcal/mol.
Se calcula como la suma de las energias potenciales individuales, E, dividida por el nimero de
compuestos. La energia potencial del force field MMFF94 esta compuesta por la suma de los
diferentes términos energéticos expresados en las Ecuaciones 3.26-3.32, que corresponden al

estiramiento de enlaces, doblamiento de angulos, interacciones no enlazantes (van der Waals y

electrostaticas), torsion de angulos diedros y términos de interacciones cruzadas.®

La energia de enlace se calcula mediante la Ecuacion 3.26, donde Kenace €S la

constante de fuerza, r-ry es la longitud del enlace y ¢ es la constante cubica de estiramiento.
Eenlace = K —1p)? +| 1 o)+ (e2(r - 2) 3.26
enlace enlace( —=To)” +| 1+Cg(r —rp)+ 12 cs(r—ro) [3.26]
La energia de los angulos se calcula mediante la Ecuacion 3.27, donde kyes la
constante de fuerza, 66, es el angulo considerado y ¢, es la constante cubica de flexién.
Eangulo = ke(e—ao )2(1+Cb(9_90)) [3.27]

La energia de torsion se calcula mediante la Ecuacién 3.28, donde V son las

constantes de fuerza para los términos en la serie de Fourier y 6 es el angulo diedro.
Eiorsion = 0.5(V1 (1 +CO0Ss 0))+V2 (1 +Cos 20)+V3 (1 +cos 30) [3.28]

La energia de las interacciones no enlazantes de van der Waals se calcula con la
Ecuacion 3.29, donde r es la distancia entre los dos dtomos considerados, r* es la distancia de
interaccion de minima energia entre los mismos atomos basada en las polarizabilidades

atémicas parametrizadas y g; es la profundidad del pozo de potencial.

" 7 *7
1.12r
Evaw = €j 1.om : 7 =2 [3.29]
r+0.07r r'+0.07r

La energia de las interacciones no enlazantes de tipo electrostatico se expresa

mediante la Ecuacién 3.30, donde D es la constante dieléctrica, g es la carga del atomo, r es la

distancia y J es la constante electrostatica.
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Qid;j
Eelectrostatica = — [3.30]
D("ij +5)1
La energia de interacciones cruzadas de extension-flexion se calcula mediante la

Ecuacion 3.31.
Eextension—flexion = (kr (r—rg)+kp(r'=r'g )) (6-6) [3.31]

La energia de flexion fuera del plano sigue la Ecuacion 3.32, donde y es el angulo entre

el enlace y el plano considerados.
Eoop = Koop [3.32]

Finalmente, para evaluar un alineamiento se utiliza el parametro S o score del
alineamiento, y se calcula mediante la Ecuacién 3.33. Cuanto menor es su valor mejor es el

alineamiento de las moléculas.
S =—kTlogF +U [3.33]

Una vez generados los diferentes alineamientos para cada molécula de la base de
datos con el AMD3100 se selecciona el que presenta un menor valor de S. En la figura 3.5 se
puede ver el alineamiento de varios compuestos de la base de datos frente a la plantilla
utilizada, el AMD3100.

Figura 3.5. Alineamiento de algunos compuestos de la base de datos frente a la conformacion del
AMD3100 en el sitio de unién (en verde).
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3.5. Seleccién de descriptores.

Los compuestos de la base de datos se han caracterizado mediante descriptores
moleculares, se han calculado 191 descriptores 2D y 3D internos y externos con MOE 2005.06
(Anexo 1).

Los descriptores 2D incluyen propiedades fisicas como nimero de atomos, numero de
enlaces, coeficiente de particion octanol/agua (logP), refractividad molecular, area de van der
Waals, etc.;?" areas superficiales subdivididas que se basan en el area aproximada de la
superficie accesible de van der Waals para cada atomo junto con alguna propiedad atémica;
los indices de Kier y Hall;**** descriptores de matrices de distancia y adyacencia;?*?"!
descriptores de caracteristicas farmacoféricas (dadores y aceptores de puente de hidrégeno,
grupos polares, cargas positivas y negativas, hidrofobicidad, etc.); y cargas parciales

calculadas mediante el método PEOE (partial equalization of orbital electronegativities).”®2°!

Los descriptores 3D internos utilizan informacion de la geometria pero es independiente
de la orientacion absoluta de una conformacién, mientras que los externos si son dependientes
de esta orientacion. Los descriptores 3D incluyen los de energia potencial como la energia
potencial (E), la componente electrostatica de la energia potencial (E_ele), la energia de
solvatacion (E_sol), etc. que se calculan utilizando el force field MMFF94; area superficial,
volumen y forma como el area de la superficie accesible al agua (ASA), el volumen de van der
Waals (vol), el area de la superficie de van der Waals (VSA), etc. que dependen de la
conectividad de la estructura y su conformacion; y los descriptores de carga, dependientes de
la conformacion, como el area de la superficie accesible al agua de todos los atomos con carga
positiva (ASA+) o con carga negativa (ASA-), el area de la superficie accesible al agua de todos
los atomos hidrofébicos (ASA H), etc. que dependen de las cargas parciales y de la
conformaciéon que adopta el compuesto. El area de la superficie accesible al agua se calcula

considerando un radio de 1.4 A para la molécula de agua.

La seleccién de descriptores para los diferentes modelos se hace mediante matrices de
correlacién de los descriptores entre si y con la actividad bioldgica. Se seleccionan descriptores
que tengan la maxima correlacion con la actividad y la minima correlacién entre ellos

(Tabla 3.1). Estos descriptores son:

- VAd|Eq que es el indice de contenido medio de informacién de igualdad de

adyacencia.

- Q_VSA_HYD, que es el area total hidrofébica de la superficie de van der Waals,
calculada como la suma del area de la superficie de van der Waals de los atomos

cuyo valor absoluto de carga parcial es menor o igual a 2.
- E_oop, que es la energia potencial de un compuesto fuera del plano.

- dipole Y, que es la componente y del momento dipolar, depende de las

coordenadas externas de la molécula.
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SlogP_VSA8, que es la suma del area aproximada de la superficie accesible de

van der Waals para los atomos cuya contribucion al logP(o/w) esta entre 0.3 y 0.4.

SlogP_VSA®9, que es igual que el anterior pero se suman las areas de la superficie
accesible de van der Waals de los atomos cuya contribucion al logP(o/w) es

superior a 0.4.

SMR_VSADS, que es igual que el anterior pero se suman las areas de la superficie
accesible de van der Waals de los atomos cuya contribucion a la refractividad

molar esta entre 0.44 y 0.485.

FASA+, que es el cociente entre el area de la superficie accesible al agua de todos
los atomos con carga parcial positiva (ASA+) y el area de la superficie accesible al
agua (ASA).

Cabe destacar que el descriptor que presenta una mayor correlacién con la actividad es
Q_VSA_HYD, con un valor de 84.

Tabla 3.1. Matriz de correlacion de los descriptores mas relevantes de la base de datos de compuestos y

su actividad anti-VIH, donde pECs es la actividad expresada como -log (ECso).

pECsy VAdIEqQq Q_VSA_HYD E_oop dipoleY SlogP_VSA8 SlogP_VSA9 SMR_VSA5 FASA+

PECso
VAdiEq
Q_VSA_HYD
E_oop
dipoleY
SlogP_VSA8
SlogP_VSA9
SMR_VSAS5

FASA+

100

-60 100

84 -68 100

11 -14 14 100

41 -14 20 -25 100

56 -26 41 -39 42 100

41 -35 36 -26 18 59 100

54 -39 37 -24 49 68 60 100

38 -16 59 47 -6 -34 -32 -12 100
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3.6. Modelos OSAR: ecuacién, validacién y parAmetros estadisticos.

3.6.1. Modelos QSAR de 3 descriptores.

Se han construido diferentes modelos de 3 descriptores, de los 191 inicialmente
calculados con MOE, combinando los ocho descriptores seleccionados en el apartado anterior,
sin embargo, soélo se presentan aquellos modelos que han obtenido los valores mas elevados
del coeficiente de correlacion R?, tanto para el modelo como para la validacion cruzada LOO y

la validacion con el test set, y los mejores valores en los parametros del andlisis estadistico.

3.6.1.1. Modelo 1.

El modelo 1 se calcula utilizando los descriptores Q _VSA HYD, SlogP_VSA8 y
dipoleY, y su relacion con la actividad viene definida por la Ecuacion 3.34.

PECso =2.45282 +0.00958-Q_VSA_HYD +0.00601-SlogP_VSAS +0.10366-dipoleY [3.34]

Los coeficientes de correlacion y parametros estadisticos que definen este modelo son

los siguientes:
N=30, d=3, R?=0.79, RMSE=0.47, Z-Score>2.5 {6-8}, F=31.73 (2.98), p=7.64-10"°

R?.00=0.72, RMSE 00=0.56, R%¢s=0.69, RMSEs=0.56, =9

SSE=6.74, SST=31.43, RZ =0.73, k=0.99

En la Figura 3.6 se representa el grafico de la actividad experimental frente a la

calculada utilizando el modelo 1.

Este modelo tiene un compuesto, 32{6,8}, que presenta un valor de Z-Score de 2.55
(Figura 3.8). El test de Grubbs define que compuestos que presenten este parametro con un
valor superior a 2.5 deben ser eliminados del training set y recalcular el modelo porque pueden

representar un punto estadisticamente erroneo o outlier.
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pEC;,calculado

pEC;, experimental

Figura 3.6. Gréafico de los valores experimentales de pECsy frente a los valores calculados con el

modelo 1 para el training set. El punto rojo sefiala la posicion el outlier.

3.6.1.2. Modelo 2.

Se elimina de la base de datos del training set el outlier detectado en el modelo anterior
y se recalcula la ecuacion utilizando los mismos descriptores, Q_VSA HYD, SlogP_VSAS8 y
dipoleY (Ecuacion 3.35).

PECs0 =2.52586 +0.00940-Q_VSA_HYD +0.00507-SlogP_VSAS +0.10611-dipoleY [3.35]

Los coeficientes de correlacion y parametros estadisticos que definen este modelo son

los siguientes:
N=29, d=3, R?*=0.81, RMSE=0.42, Z-Score<2.5, F=36.45 (2.99), p:2.78-10'9

R?.00=0.75, RMSE_ 00=0.49, R%¢s=0.69, RMSEs=0.57, n=9

SSE=5.20, SST=27.93, RZ =0.77, k=0.99

En la Figura 3.7 se representa el grafico de la actividad experimental frente a la

calculada utilizando el modelo 2.
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10 f‘ T T T T T T Ni

pEC,, calculado
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3 4 5 6 7 8 9 10

pEC,, experimental

Figura 3.7. Gréfico de los valores experimentales de pECsy frente a los valores calculados con el

modelo 2 para el training set.

Si se comparan los resultados obtenidos en el modelo anterior con los de este modelo,
se observa que los coeficientes de correlacion son mas elevados en el ultimo, el valor de F es
ligeramente mas elevado y los errores cuadraticos medios son menores. La eliminacion de
32{6,8} ha mejorado la ecuacion de la regresién y por lo tanto se confirma su posicién como
outlier. En resumen, el modelo 2 es mas predictivo que el modelo 1 para los sistemas
polinitrogenados de la quimioteca disefiada. Ademas, en el modelo 2 no hay ningun compuesto
con un valor de Z-Score>2.5, por lo tanto se considera que no hay ningun outlier en el training
set. Se comparan los valores de los residuales (diferencia entre la actividad experimental y la
actividad calculada mediante un modelo QSAR) y del Z-Score de ambos modelos (Figura 3.8).
Ambos parametros son practicamente iguales para cada uno de los compuestos del training set
en los dos modelos, exceptuando el compuesto 32{6,8} ya que no esta incluido en el training

set del ultimo modelo.
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Residuales / Z-Score

12 3 45 6 7 8 9 10111213 14 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

# compuesto

MW Residuales 1 B Residuales 2 @Z-Score 1 BZ-Score 2

Figura 3.8. Gréafico donde se representan los valores de los residuales del modelo 1 (azul claro) y del
modelo 2 (azul oscuro) junto con los valores del Z-Score para el modelo 1 (verde claro) y el modelo 2
(verde oscuro) para los compuestos del training set. El compuesto 19 representa a 32{6,8}.

3.6.1.3. Modelo 3.

En el siguiente modelo de tres descriptores se sustituye SlogP_VSA8 de los dos

modelos anteriores por SMR_VSAGS y se obtiene la relacién de la Ecuacién 3.36.

PECso=2.05241 +0.00971-Q_VSA_HYD +0.09417 dipoleY +0.00429-SMR_VSA5 [3.36]

Los coeficientes de correlacion y parametros estadisticos que definen el modelo 3 son

los siguientes:
N=30, d=3, R?*=0.79, RMSE=0.47, Z-Score<2.5, F=31.72 (2.98), p=7.66-10"

R? 00=0.75, RMSE| 00=0.49, R%cs=0.69, RMSE 5=0.57, n=9

SSE=6.75, SST=31.43, Rg =0.73, k=0.99

En la Figura 3.9 se representa el grafico de los valores de pECsy experimental frente al

calculado utilizando la Ecuacion 3.36.
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Figura 3.9. Grafico de los valores experimentales de pECsy frente a los valores calculados con el

modelo 3 para el training set.

También se representan los valores de los residuales y de Z-Score obtenidos con este
modelo QSAR (Figura 3.10). Se observa que en ningun caso el valor de Z-Score es superior a
2.5

3
25 |

o 27

% 15 1

N

8

< 0.5

3

(7) 0,

&
_0.5,
_1,
15

12 3 456 7 8 910111213 141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

# compuesto

B Residuales 3 BZ-Score 3

Figura 3.10. Grafico donde se representan los valores de los residuales (azul) y de Z-Score (verde) del

modelo 3 para los compuestos del training set.
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3.6.2. Modelos QSAR de 4 descriptores.

3.6.2.1. Modelo 4.

La Ecuacién 3.37 utiliza como variables independientes los cuatro descriptores

presentes en los tres modelos anteriores y como variable dependiente pECs.
PECs50=2.12212 +0.00942-Q_VSA_HYD +0.00390 SlogP_VSA8 +0.00278-SMR_VSA5+0.08712-dipoleY

[3.37]

Los coeficientes de correlacion y parametros estadisticos que definen el modelo 3 son

los siguientes:
N=30, d=4, R?=0.79, RMSE=0.47, Z-Score<2.5, F=23.85 (2.76), p:3.19-10'8

R?.00=0.70, RMSE 00=0.57, R%¢s=0.68, RMSEs=0.56, n=9

SSE=6.53, SST=31.43, RZ =0.74, k=0.99

En la Figura 3.11 se representa el grafico del pECsy experimental frente al calculado

utilizando el modelo 4.

10 :“y.w”.y“”w””“”wV.HU.HL_

pEC,, calculado
(o]

3 4 5 6 7 8 9 10

pEC, experimental

Figura 3.11. Gréafico de los valores experimentales de pECsy frente a los valores calculados con el

modelo 4 para el training set.

Se representan los valores de los residuales y de Z-Score obtenidos con el modelo 4
(Figura 3.12). Todos los compuestos del training set presentan un valor de Z-Score inferior a

2.5.
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Residuales / Z-Score

12 3 45 6 7 8 91011121314 1516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
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Figura 3.12. Gréfico donde se representan los valores de los residuales (azul) y de Z-Score (verde) del

modelo 4 para los compuestos del training set.

3.6.2.2. Modelo 5.

A partir de los modelos 1y 2, de tres descriptores, se obtiene la relacion de la actividad

con los descriptores utilizados en esos dos modelos y el descriptor FASA+ (Ecuacion 3.38).
pPECso =2.45265 +0.00958-Q_VSA_HYD +0.10367-dipoleY +0.00602 SlogP_VSA8 +0.00132-FASA+

[3.38]

Los coeficientes de correlacion y parametros estadisticos que definen este modelo se

muestran a continuacion:
N=30, d=4, R?*=0.79, RMSE=0.47, Z-Score>2.5 {6-8}, F=22.88 (2.76), p=4.77-10®

R% 00=0.72, RMSE| 00=0.56, R%cst=0.69, RMSE 5=0.56, n=9

SSE=6.74, SST=31.43, RZ =0.73, k=0.99

De forma analoga al modelo 1, este modelo también presenta un outlier, el compuesto
32{6,8} con un valor de Z-Score>2.5.

En la Figura 3.13 se representa el grafico de la actividad experimental frente a la

calculada utilizando el modelo 5.
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Figura 3.13. Gréfico de los valores experimentales de pECsy frente a los valores calculados con el

modelo 5 para el training set. El punto rojo es el outlier.

3.6.2.3. Modelo 6.

Se elimina de la base de datos del training set el outlier detectado en el modelo anterior
y se recalcula la ecuacion utilizando los mismos descriptores, Q_VSA_ HYD, SlogP_VSAS,
dipoleY y FASA+ (Ecuacion 3.39).

PECs0=2.52568 +0.00940-Q_VSA_HYD +0.10611-dipoleY +0.00507 SlogP_VSA8 +0.00130-FASA+

[3.39]

Los coeficientes de correlaciéon y parametros estadisticos que definen este modelo son

los siguientes:
N=29, d=4, R?=0.81, RMSE=0.42, Z-Score<2.5, F=26.24 (2.78), p=1.86-10®

R2.00=0.75, RMSE|00=0.49, R%¢s=0.69, RMSEs=0.57, n=9

SSE=5.20, SST=27.93, Rg =0.77, k=0.99

En la Figura 3.14 se representa el grafico de la actividad experimental frente a la

calculada utilizando el modelo 6.
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pEC,, calculado
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Figura 3.14. Gréfico de los valores experimentales de pECso frente a los valores calculados con el

modelo 6 para el training set.
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Figura 3.15. Gréfico donde se representan los valores de los residuales del modelo 5 (azul claro) y del
modelo 6 (azul oscuro) junto con los valores del Z-Score para el modelo 5 (verde claro) y el modelo 6

(verde oscuro) para los compuestos del training set. EIl compuesto 19 representa a 32{6,8}.
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Si se comparan los resultados obtenidos en el modelo anterior con los de este modelo,
se observa que los coeficientes de correlacion son mas elevados en el ultimo, el valor de F es
ligeramente mas elevado y los errores cuadraticos medios del ajuste y de la validacién cruzada
LOO son menores. En resumen, la eliminaciéon de 32{6,8} ha mejorado la ecuacion de la
regresion y por lo tanto se confirma su posicion como outlier. Ademas, en el modelo 6 no hay
ningin compuesto con un valor de Z-Score>2.5, es decir, no hay ningun outlier. Se comparan
los valores de los residuales (diferencia entre la actividad experimental y la actividad calculada
mediante un modelo QSAR) y del Z-Score de ambos modelos (Figura 3.15). Ambos parametros
son practicamente iguales para cada uno de los compuestos del training set en los dos
modelos, exceptuando el compuesto 32{6,8} ya que no esta incluido en el training set del ultimo

modelo.

3.6.2.4. Modelo 7.

A partir del modelo 3, de tres descriptores, se obtiene una nueva correlaciéon de la

actividad con los descriptores utilizados ademas del descriptor FASA+ (Ecuacion 3.40).
pECs0=2.13398 +0.01017-Q_VSA_HYD +0.09382-dipoleY +0.00386 SMR_VSAS -0.40499-FASA+

[3.40]

Los coeficientes de correlacion y parametros estadisticos que definen este modelo se

muestran a continuacion:
N=30, d=4, R?*=0.79, RMSE=0.47, Z-Score<2.5, F=23.03 (2.76), p=4.47-10®

R?.00=0.69, RMSE 00=0.59, R%¢s=0.68, RMSEs=0.57, n=9

SSE=6.71, SST=31.43, RZ =0.73, k=0.99

La Figura 3.16 muestra el grafico de la actividad experimental frente a la calculada

utilizando el modelo 7.

También se representan los valores de los residuales y de Z-Score obtenidos con este
modelo (Figura 3.17). Todos los compuestos del training set presentan un valor de Z-Score

inferior a 2.5.
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Figura 3.16. Grafico de los valores experimentales de pECsy frente a los valores calculados con el

modelo 7 para el training set.
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Figura 3.17. Gréafico donde se representan los valores de los residuales (azul) y de Z-Score (verde) del

modelo 7 para los compuestos del training set.
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3.6.2.5. Modelo 8.

A partir de los descriptores utilizados en los modelos 1 y 2, y afiadiendo el descriptor

VAdJE(q, se obtiene una relacion con la actividad biolégica segun la Ecuacion 3.41.

pECso=2.45309 +0.00958-Q_VSA_HYD +0.10367-dipoleY +0.00601 SlogP_VSAS -0.00051-VAdJEq

[3.41]

Los coeficientes de correlacion y parametros estadisticos que definen este modelo

QSAR son los siguientes:
N=30, d=4, R*=0.79, RMSE=0.47, Z-Score>2.5 {6-8}, F=22.88 (2.76), p=4.47-10®

R? 00=0.72, RMSE_00=0.56, R%¢s=0.69, RMSEs=0.56, n=9

SSE=6.74, SST=31.43, RZ =0.73, k=0.99

De forma anédloga al modelo 1, este modelo también presenta un outlier, el compuesto
30{6,8} con un valor de Z-Score>2.5.

En la Figura 3.18 se representa el grafico de la actividad experimental frente a la

calculada utilizando el modelo 8.

pEC,, calculado

pEC,, experimental

Figura 3.18. Grafico de los valores experimentales de pECs, frente a los valores calculados con el

modelo 8 para el training set. El punto rojo es el outlier.
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3.6.2.6. Modelo 9.

Se procede de la misma manera que en los otros casos donde se ha detectado un
outlier, se elimina este compuesto de la base de datos del training set y se recalcula la
ecuacion del modelo utilizando los mismos descriptores, Q_VSA HYD, SlogP_VSAS, dipoleY y
VAdjEq (Ecuacién 3.42).

PECs0=2.52606 +0.00940-Q_VSA_HYD +0.10611-dipoleY +0.00507 SlogP_VSAS8 -0.00040-VAdjEq

[3.42]

Los coeficientes de correlacion y parametros estadisticos que definen este modelo son

los siguientes:
N=29, d=4, R?=0.81, RMSE=0.42, Z-Score<2.5, F=26.24 (2.76), p=1.86-10®

R% 00=0.75, RMSE| 00=0.49, R%cs=0.69, RMSE 5=0.57, n=9

SSE=5.20, SST=27.93, Rg =0.77, k=0.99

En la Figura 3.19 se representa el grafico de la actividad experimental frente a la

calculada utilizando este modelo.
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Figura 3.19. Gréafico de los valores experimentales de pECso frente a los valores calculados con el

modelo 9 para el training set.
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Si se comparan los resultados obtenidos en el modelo anterior con los de este modelo,
se observa que los coeficientes de correlacion son mas elevados en este ultimo, el valor de F
es ligeramente mas elevado y los errores cuadraticos medios son menores. Por consiguiente,
la eliminacion del outlier ha mejorado el modelo QSAR. Se comparan los valores de los
residuales (diferencia entre la actividad experimental y la actividad calculada mediante un
modelo QSAR) y del Z-Score de ambos modelos (Figura 3.20). Ambos parametros son
practicamente iguales para cada uno de los compuestos del training set en los dos modelos,

exceptuando el compuesto 32{6,8} ya que no esta incluido en el training set del ultimo modelo.

Residuales / Z-Score

-1.5

12 3 45 6 7 8 9 10111213 141516 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30

# compuesto

B Residuales 8 M Residuales 9 OZ-Score 8 BZ-Score 9

Figura 3.20. Gréfico donde se representan los valores de los residuales del modelo 8 (azul claro) y del
modelo 9 (azul oscuro) junto con los valores del Z-Score para el modelo 8 (verde claro) y el modelo 9
(verde oscuro) para los compuestos del training set. El compuesto 19 representa a 32{6,8}.
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3.6.2.7. Modelo 10.

A partir del modelo 3, de tres descriptores, se obtiene una nueva correlacién de la

actividad con los descriptores utilizados incluyendo el descriptor VAdJEq (Ecuacion 3.43).

PECs0=2.05232 +0.00971-Q_VSA_HYD +0.09417-dipoleY +0.00429-SMR_VSAS5 +0.00017VAdiEq

[3.43]

Los coeficientes de correlacion y parametros estadisticos que definen este modelo son

los siguientes:
N=30, d=4, R?*=0.79, RMSE=0.47, Z-Score<2.5, F=22.88 (2.76), p:4.78-10'8

R?.00=0.72, RMSE_00=0.56, R%¢s=0.69, RMSEs=0.58, n=9

SSE=6.75, SST=31.43, Rg =0.73, k=0.99

En la Figura 3.21 se representa el grafico de la actividad experimental frente a la

calculada utilizando este modelo.

10 :x “.”“”w””“”w”H“”.L-

pEC,, calculado

pEC,, experimental

Figura 3.21. Gréafico de los valores experimentales de pECso frente a los valores calculados con el

modelo 10 para el training set.

También se representan los valores de los residuales y de Z-Score obtenidos con este
modelo (Figura 3.22); todos los compuestos del training set presentan un valor de Z-Score

inferior a 2.5.
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Figura 3.22. Gréafico donde se representan los valores de los residuales (azul) y de Z-Score (verde) del
modelo 10 para los compuestos del training set.

3.6.2.8. Modelo 11.

Se calcula un nuevo modelo con los descriptores Q_VSA_HYD, dipoleY, FASA+ y

E_oop, cuya relacién con la actividad viene determinada por la Ecuacién 3.44.
pPECs0=2.74420 +0.01169-Q_VSA_HYD +0.12745-dipoleY +0.59407-E_oop -1.43021-FASA+

[3.44]

Los coeficientes de correlaciéon y parametros estadisticos que definen este modelo son

los siguientes:
N=30, d=4, R*=0.78, RMSE=0.48, Z-Score>2.5 {6,8}, F=21.72 (2.76), p=7.85-10"®

R2.00=0.66, RMSE| 00=0.78, R%¢s=0.62, RMSEs=0.59, n=9

SSE=7.02, SST=31.43, Rg =0.71, k=0.99

En la validaciéon del modelo se detecta la presencia de un outlier, 32{6,8}, ya que su

valor de Z-Score es 2.60.

En la Figura 3.23 se representa el grafico de la actividad experimental frente a la

calculada utilizando este modelo.
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pEC,, calculado
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Figura 3.23. Gréfico de los valores experimentales de pECsy frente a los valores calculados con el

modelo 11 para el training set. El outlier esta marcado como punto rojo.

3.6.2.9. Modelo 12.

Se recalcula el modelo anterior eliminando el punto erréneo detectado en la base de

datos training set (Ecuacion 3.45).

PECs0=2.77754 +0.01141-Q_VSA_HYD +0.12791-dipoleY +1.12606-E_oop -1.55813-FASA+

[3.45]

Los coeficientes de correlacion y parametros estadisticos que definen este modelo son

los siguientes:
N=29, d=4, R*=0.81, RMSE=0.42, Z-Score<2.5, F=26.23 (2.78), p=1.86-10®

R% 00=0.71, RMSE| 00=0.60, R%cs:=0.59, RMSE 5=0.62, n=9

SSE=5.20, SST=27.93, Rg =0.77, k=0.99

En la Figura 3.24 se representa el grafico de la actividad experimental frente a la

calculada utilizando el modelo 12.
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10

pEC,, calculado

PEC,, experimental

Figura 3.24. Gréfico de los valores experimentales de pECso frente a los valores calculados con el

modelo 12 para el training set.
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Figura 3.25. Grafico donde se representan los valores de los residuales del modelo 11 (azul claro) y del
modelo 12 (azul oscuro) junto con los valores del Z-Score para el modelo 11 (verde claro) y el modelo 12

(verde oscuro) para los compuestos del training set. EI compuesto 19 representa a 32{6,8}.

Si se comparan los resultados obtenidos en el modelo anterior con los de este modelo,
se observa que los coeficientes de correlacién son mas elevados en este ultimo, el valor de F
es ligeramente mas elevado y los errores cuadraticos medios son menores para el modelo y la

validacion cruzada LOO. Por consiguiente, la eliminacién del outlier ha mejorado el modelo
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QSAR. Se comparan los valores de los residuales (diferencia entre la actividad experimental y
la actividad calculada mediante un modelo QSAR) y del Z-Score de ambos modelos
(Figura 3.25). Ambos parametros son practicamente iguales para cada uno de los compuestos
del training set en los dos modelos, exceptuando el compuesto 32{6,8} ya que no esta incluido

en el training set del ultimo modelo.

3.6.2.10. Modelo 13.

El ultimo modelo de cuatro descriptores se genera a partir de Q_VSA HYD,
SlogP_VSAS8, SlogP_VSA9 y SMR_VSADS, cuya relacion con la actividad viene determinada por

la Ecuacion 3.46.

PECso=1.70723 +0.00950-Q_VSA_HYD +0.00546-SlogP_VSA8 -0.00281-SlogP_VSA9
+0.00474-SMR_VSA5

[3.46]

Los coeficientes de correlacion y parametros estadisticos que definen este modelo son

los siguientes:
N=30, d=4, R*=0.78, RMSE=0.48, Z-Score<2.5, F=21.71 (2.76), p=7.88-10®

R% 00=0.67, RMSE| 00=0.62, R%cs:=0.58, RMSE 5=0.60, n=9

SSE=7.03, SST=31.43, Rg =0.71, k=0.99

En la Figura 3.26 se representa el grafico de la actividad experimental frente a la

calculada utilizando este modelo.

También se representan los valores de los residuales y de Z-Score obtenidos con este
modelo (Figura 3.27); todos los compuestos del training set presentan un valor de Z-Score

inferior a 2.5.
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Figura 3.26. Gréafico de los valores experimentales de pECsy frente a los valores calculados con el

modelo 13 para el training set.
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Figura 3.27. Gréafico donde se representan los valores de los residuales (azul) y de Z-Score (verde) del
modelo 13 para los compuestos del training set.
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3.6.3. Modelo QSAR de 5 descriptores.

3.6.3.1. Modelo 14.

Se combinan los descriptores Q_VSA HYD, SlogP_VSA8, SMR_VSAS5, dipoleY y
VAdJEq segun la Ecuacién 3.47.

PECs0=2.12216 +0.00942-Q_VSA_HYD +0.00390-SlogP_VSAS8 +0.00278-SMR_VSA5
+0.08712-dipoleY -0.00008-VAdjEq

[3.47]

Los coeficientes de correlacion y parametros estadisticos que definen este modelo son

los siguientes:
N=30, d=5, R*=0.79, RMSE=0.47, Z-Score<2.5, F=18.32 (2.62), p:1.69-10'7

R? 00=0.70, RMSE| 00=0.57, R%cs:=0.68, RMSE 5=0.56, n=9

SSE=6.53, SST=31.43, Rg =0.74, k=0.99

En la Figura 3.28 se representa el grafico de la actividad experimental frente a la

calculada utilizando este modelo.
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Figura 3.28. Grafico de los valores experimentales de pECsy frente a los valores calculados con el

modelo 15 para el training set.
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También se representan los valores de los residuales y de Z-Score obtenidos con el
modelo 14 (Figura 3.29) y se comprueba que todos los compuestos del training set presentan

un valor de Z-Score inferior a 2.5.

Residuales / Z-Score
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Figura 3.29. Grafico donde se representan los valores de los residuales (azul) y de Z-Score (verde) del
modelo 14 para los compuestos del training set.

3.6.4. Comparacion de los modelos QSAR obtenidos.

El analisis de los modelos QSAR obtenidos se puede resumir en una serie de
condiciones. En primer lugar, un modelo predictivo debe tener un elevado valor del coeficiente
de correlacion R?, superior a 0.6, pero también lo deben ser los coeficientes de correlacién de

la validacién cruzada LOO y con el test set, superiores a 0.5. Ademas, el valor del coeficiente
de correlaciéon cuando la intercepcion de la linea de regresion se fija en el origen, Rg , debe ser

lo mas parecido posible a R? de esta manera el modelo obtenido se asemejara al maximo al
modelo ideal (con intercepcion en 0 y pendiente 1). Teniendo en cuenta esta condicion, un
modelo sera predictivo cuando el valor de la pendiente de la linea de regresién con
intercepcién en el origen sea cercano a 1. Por consiguiente un modelo con elevada capacidad
de prediccion debe satisfacer las condiciones descritas en la Ecuacion 3.18 y la Ecuacion 3.19.
Se describe que un modelo es dependiente cuando se cumple la condicién expresada en la
Ecuacién 3.16, incluso cuanto menor sea el valor de esta relacion mejor es el modelo. Por

ultimo, el valor de F debe ser mayor que el valor critico de F para el nivel de « fijado.
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2 52
R 2R0 <0.1 [3.18]
R
0.85<ks<1.15 [3.19]
SSE
st <04 [3.16]

A partir de los umbrales definidos se comparan los parametros estadisticos obtenidos

para cada uno de los modelos QSAR del apartado anterior (Tabla 3.2).

Tabla 3.2. Parametros estadisticos obtenidos para los modelos QSAR obtenidos (modelos 1-3 de tres
descriptores, modelos 4-13 de cuatro descriptores y modelo 14 de cinco descriptores). Los modelos que

han presentado un mejor rendimiento se destacan en negrita (modelos 2, 6 y 9).

Modelo R R Loo Rt Rz R-R6 \ sspssT  F
(RMSE)  (RMSEi00)  (RMSEies) R2
1 079(047) 072(056) 069(056) 073 007 099 022 3173
2 081(042) 075(049) 069(058) 077 005 099 019 3645
3 079(047) 072(0.56) 069(058) 073 007 099 022 3172
4 079(047) 070(057) 068(0.56) 074 007 099 021  23.85
5  079(047) 072(056) 069(0.56) 073 007 099 022 2288
6  081(042) 075(049) 069(058) 077 005 099 019 2624
7 079(047) 069(059) 068(057) 073 007 099 021 2303
8  079(047) 072(056) 069(0.56) 073 007 099 022 2288
9  081(042) 075(049) 069(058) 077 005 099 019 2624

10 0.79 (0.47) 0.72(0.56) 0.69 (0.58)  0.73 0.07 0.99 0.22 22.88
11 0.78 (0.48) 0.66(0.78) 0.62(0.59)  0.71 0.08 0.99 0.22 21.72
12 0.81(0.42) 0.71(0.60) 0.59(0.62) 0.77 0.05 0.99 0.19 26.23

13 0.78 (0.48) 0.67(0.62) 0.58 (0.60)  0.71 0.08 0.99 0.22 21.71

14 0.79 (0.47) 0.70(0.57) 0.68(0.56)  0.74 0.07 0.99 0.21 18.32

Todos los modelos descritos presentan valores de los coeficientes de correlacion del
modelo, de la validacion cruzada LOO y de la validacion con el test set por encima de los

umbrales definidos. No obstante, de todos ellos destacan los modelos 2, 6, 9 y 12, que
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presentan los maximos valores. Sin embargo, el modelo 12, pese a tener una correlacién
elevada para el modelo, en la validacion (especialmente con el test set) no demuestra una

capacidad predictiva tan buena como los otros tres. Ademas, estos modelos son los que mas
se asemejan al modelo QSAR ideal, ya que sus valores de R? y Rg presentan la mayor

similitud dentro del grupo; y se observa que el valor de k es 0.99 en todos los casos,
practicamente 1. Asimismo, en estos modelos SSE es menor que SST, y se cumple la relacion
minima que deben mantener estos parametros; cabe destacar que los modelos 2, 6, 9 y 12
presentan el menor valor de los que se han obtenido. Para todos los modelos descritos el valor

de F es superior al valor de F critico.

En general, todas las regresiones cumplen los requisitos minimos que se han definido
para que un modelo sea predictivo, pero destacan los modelos 2, 6 y 9. De todos ellos, se ha
considerado el modelo 2 como el mejor, ya que esta definido mediante tres descriptores
mientras que los otros dos se han definido con cuatro descriptores, y por lo tanto presenta
mayor F. Estos tres modelos presentan descriptores 3D en su relacion con la actividad, hecho
que pone de manifiesto la importancia de un alineamiento correcto de los compuestos de la
base de datos con la conformacion del AMD3100 en el sitio de unién. Este alineamiento

también se debe realizar con los compuestos cuya actividad se desee predecir.

En la Figura 3.30 se presenta la relacion entre la actividad experimental y la obtenida
por prediccion con el modelo 2 para las validacién cruzada LOO vy la validaciéon con los

compuestos del test set.

validacién cruzada LOO validacién con test set
10 _I T T _- 10 _I T T ]
9 9 F b
o 8 _8 8 F ]
3 3
37 37
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4 4 F 3
3 C1 1 1 1 1 I 1 .| 3 '-_l 1 1 1 1 I 1 1
3 4 5 6 7 8 9 10 3 4 5 6 7 8 9 10
pEC,, experimental pEC,, experimental

Figura 3.30. Gréfico de los valores experimentales de pECsy frente a los valores calculados con el

modelo 2 para la validacion cruzada LOO (izquierda) y para el test set (derecha).
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3.7. Arbol de clasificacion.

3.7.1. Introduccioén.

Los modelos QSAR se han calculado a partir de una base de datos de compuestos
activos con el fin de predecir la actividad anti-VIH de nuevos compuestos. Al realizar
predicciones de actividad de compuestos inactivos el modelo debe realizar una extrapolacién
para obtener un resultado y por tanto se reduce su fiabilidad. La dificultad de incluir
compuestos inactivos en el training set radica en que no se dispone de un valor concreto de
ECso sino de un umbral de concentracion por debajo del cual el compuesto no ha resultado
activo, es la concentracion maxima utilizada al realizar los ensayos de actividad anti-VIH. Por lo
tanto, se necesitan modelos que permitan discernir entre compuestos activos e inactivos, como
los basados en la técnica de particion recursiva. Esta particion recursiva se traduce en una
organizacion jerarquica del espacio de representacion que puede modelarse mediante una
estructura de tipo arbol de clasificacién. La particion recursiva se utiliza en varios campos entre

[30]

los que destacan el diagnostico,” y el cribado virtual de alto rendimiento (high-througput virtual

screening).?"%%

Un arbol de clasificacion se utiliza para clasificar datos (moléculas) en clases segun sus
propiedades. Los arboles de clasificacion se construyen a partir de un training set donde la
clase a la que pertenece cada compuesto se conoce a priori, por ejemplo activo o inactivo. En
cada nodo o punto de ramificacion se plantea una pregunta y en funcién de la respuesta, el
compuesto pasa a una rama u otra del arbol. Asi sucesivamente hasta llegar a una hoja, o
nodo final, que tiene una clase asignada. Un caso particular de los arboles de clasificacion son
los binarios, donde los puntos de ramificacién corresponden a decisiones del tipo si-no que
dividen cada nodo en dos nodos hijos que se excluyen mutuamente. Cada nodo hijo, a su vez
se divide en otros nodos hasta llegar a los nodos finales donde se asigna una clase
(Figura 3.31).

’ raiz

Figura 3.31. Esquema de un arbol de clasificacién. El rombo representa la raiz, los circulos representan
los nodos y los cuadrados representan las hojas coloreadas en verde o rojo segun la clase asignada.
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Los arboles de clasificaciéon binarios de compuestos de la quimioteca disefiada se
construyen a partir de un training set, que se utiliza para crear un modelo inicial, generalmente
sobredimensionado, que se poda hasta adquirir un tamafo 6ptimo mediante la validacion
cruzada. Se puede generalizar que un arbol de clasificacion es mejor cuanto menores son su

tamafo y el valor del indice de clasificacion incorrecta.

3.7.2. Andlisis de los arboles de clasificacion

Cada hoja de un arbol tiene una clase asignada, que esta representada de manera
mayoritaria por los compuestos que estan en esa hoja. Un compuesto que no pertenece a la
clase asignada en esa hoja esta considerado como incorrectamente clasificado. Cada hoja t
tiene un indice de clasificacion incorrecta del nodo, r(t), calculado como la proporcion de casos
incorrectamente clasificados para aquella hoja. Se define mediante la Ecuacion 3.48, donde n;

es el numero de casos de la clase j en la hoja t, y n, es el nimero total de casos en la hoja t.

nj
rit)y=1-—- [3.48]

N
La precision de la clasificacion de un arbol se expresa mediante el indice de
clasificacion incorrecta, R(T), que cuantifica la proporcion de casos clasificados
incorrectamente por el arbol T y se calcula mediante la Ecuacion 3.49, donde Npjsciassified €S €l
numero total de casos incorrectamente clasificados y Ny €S el numero total de casos en el

training set.

R(T ) _ Nmisclassified [349]
Ntotal

Los arboles construidos se evalian mediante una validacion cruzada. En este
procedimiento el training set se divide en V subconjuntos S;-S,, se construyen V arboles de
clasificacion T; (j=1, ..., V) donde para cada arbol T; se utilizan todos los compuestos excepto el
subconjunto S;, que se utiliza para validar el arbol T;. Finalmente se selecciona el mejor modelo.
En los arboles construidos se ha utilizado 5 subconjuntos para la validaciéon cruzada.
Adicionalmente se realiza una validacion mediante un test set externo.

Para comparar el rendimiento de los arboles de clasificaciéon construidos, ademas de

R(T), se utilizan otros parametros:*®

- Exactitud, X, corresponde a la proporcion de compuestos correctamente
clasificados, y se calcula mediante la Ecuacién 3.50, donde TP es el nimero de
compuestos activos correctamente clasificados, TN es el numero de compuestos
inactivos correctamente clasificados, FP es el numero de compuestos

incorrectamente clasificados como activos, y FN es el nimero de compuestos
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incorrectamente clasificados como inactivos. Su valor oscila entre 0 y 1, cuanto
mayor es el valor mas exacta es la clasificacion.®’!
TP +TN

= [3.50]
TP +TN +FP +FN

Sensibilidad, S, corresponde a la proporcion de compuestos activos correctamente
clasificados, y se calcula a partir de la Ecuacién 3.51. Su valor oscila entre 0 y 1,
cuanto mayor es su valor mas sensible es la clasificacion.

TP

S=— [3.51]
TP +FN

Especificidad, E, corresponde a la proporcion de compuestos inactivos
correctamente clasificados, y se calcula mediante la Ecuacion 3.52. Su valor oscila
entre 0 y 1, cuanto mayor es su valor mas especifica es la clasificacion.

TN

E=e—— [3.52]
TN +FP

Precision, P, es una medida de la habilidad de un arbol de clasificacién de predecir
una clase especifica, y se calcula a partir de la Ecuacién 3.53. Su valor oscila entre
0y 1, cuanto mayor es su valor mas precisa es la clasificacion.

TP

P=—— [3.53]
TP +FP

Coeficiente de correlacion de Matthews, MCC, es una medida de la calidad de una
clasificacion binaria y se calcula mediante la Ecuacion 3.53.°® Su valor oscila
entre 1, clasificacion perfecta, y -1, clasificacion inversa, un valor de 0 indica una
clasificacion aleatoria.

_ TPTN —FP-FN
J(TP +FN)(TP + FP)(TN + FN)(TN +FP)

MCC [3.54]
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3.7.3. Seleccion de training set y test set.

Se compila una base de datos de 55 compuestos con actividad anti-VIH determinada,
tanto activos como inactivos. 54 moléculas proceden de la quimioteca de analogos al AMD3100
disefiada en el Capitulo 1 y ademas se incluye el propio AMD3100. Esta base de datos de
compuestos se divide en dos subconjuntos, training set (44 compuestos) y test set
(11 compuestos), ambos con aproximadamente un 30% de compuestos inactivos. Para realizar
esta division, se calculan 191 descriptores 2D y 3D con MOE 2005.06 a partir de los
compuestos de la base de datos alineados con el AMD3100 en la conformacién que adopta en
el sitio de unién con el correceptor CXCR4, se calculan las componentes principales que
expliquen un 98% de la varianza y éstas se utilizan para agrupar los compuestos en 11
clusters. Se selecciona un compuesto de cada cluster para formar el test set, ya que se
recomienda utilizar entre un 20% y un 30% de la base de datos para construir este
subconjunto,”" mientras que el training set se compone del resto de moléculas de la base de
datos. Un compuesto se considera activo cuando su ECs; es inferior a 25 ng/mL y se le asigna
la clase 1. En cambio, cuando el ECsy es superior a 25 pg/mL (que corresponde a la
concentracion maxima utilizada en los ensayos de actividad anti-VIH) se considera que el

compuesto es inactivo y se le asigna la clase 0 (Figura 3.32).

100

80 -

60 -
W training set

W test set
40

% compuestos

20 1

activos inactivos

Figura 3.32. Distribucién de los compuestos de la base de datos segun la clase a la que pertenecen

(activos o inactivos) del training set (azul) y del test set (verde).

Después de realizar la divisién de la base de datos el training set queda constituido por
las moléculas: 33{1,1}, 37{1,5}, 37{1,6}, 37{1,11}, 37{2,4}, 37{2,5}, 37{2,6}, 37{2,9}, 33(3,3},
37{3,6}, 37{3,8}, 37{3,11}, 32{4,4}, 32{4,5}, 32{4,6}, 32{4,9}, 32{4,11}, 32{5,5}, 32{5,8}, 32{5,9},
32{5,10}, 32{5,11}, 32{6,7}, 32{6,8}, 32{6,9}, 32{6,11}, 32{7,9}, 32{7,11}, 32{8,8}, 32{8,9},
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32{8,10}, 32{9,9}, 32{9,11}, 32{10,11}, 32{11,11}, 36{1}, 36{2}, 35{4}, 35{7}, 35{8}, 35{9}, 35{10},
35{11} y AMD3100 (Anexo 4).

Mientras, el test set esta formado por: 33{2,2}, 37{2,11}, 37{3,5}, 37{3,9}, 32{5,6},
32{5,7}, 32{6,10}, 32{8,11}, 32{9,10}, 35{5} y 35{6} (Anexo 5).

3.7.4. Modelos de clasificacion.

Para construir los diferentes modelos se utiliza el médulo QuaSAR-Classify de
MOE2005.06,""! y calculan 191 descriptores 2D y 3D (Anexo 1), se seleccionan y eliminan los
descriptores mediante un proceso iterativo de construccion de modelos y evaluacion del indice
de clasificacion incorrecta para el training set y para el test set. Los mejores modelos obtenidos
se describen en la Tabla 3.3. El arbol de clasificacion 7 rinde el menor valor de clasificacion
incorrecta del training set, mientras que el arbol 16 rinde el menor valor de clasificacion
incorrecta del test set. Ademas, se observa que el modelo que clasifica correctamente la mayor
proporcién de compuestos es el arbol 7, con un valor de la exactitud de 0.98. Por otra parte, el
mayor nimero de compuestos activos correctamente clasificados se obtiene en los arboles 5, 6
y 16, cuya sensibilidad es 1. El analisis de la especificidad muestra que el valor maximo, 1, se
obtiene para los modelos 3, 7 y 14 que clasifican correctamente el mayor numero de
compuestos inactivos. El valor mas elevado de la precision, 1, se obtiene para modelos 3, 7 y
14. Por ultimo, la comparacién de los modelos con el coeficiente de correlacion de Matthews,
indica que la clasificacion del training set realizada con el arbol 7 presenta la mejor calidad (con
un valor de 0.94), seguida de las clasificaciones realizadas con los arboles 5, 6 y 16 (con un
valor de 0.90). Globalmente, el modelo que rinde el mejor resultado es el arbol de clasificacion
7, sin embargo, su indice de clasificacion incorrecta de los compuestos del test set es de 0.36,
mayor que en otros modelos. El andlisis del modelo 8 muestra que este ultimo presenta un
comportamiento analogo al modelo 7. Finalmente se selecciona el arbol de clasificacion 16, ya
que es el que presenta el menor indice de clasificacidon incorrecta tanto para el training set
como para el test set, ademas de ser uno de los modelos que clasifica correctamente una
mayor proporcion de compuestos, especialmente los compuestos activos, ademas de presentar

una calidad elevada segun el coeficiente de correlacién de Matthews.
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Tabla 3.3. Arboles de clasificacion, sus descriptores, indices de clasificacion incorrecta, R(T), para el

modelo y para el test set, y parametros de exactitud, X, selectividad, S, especificidad, E, precision, P,y el

coeficiente de correlacion de Matthews. Los mejores valores de cada parametro se resaltan en negrita.

Modelo Descriptores R(T) X S E P MCC
a_ICM _
1 PEOE VSA poL  R(T)=0.068 093 097 085 094 083
R(T)est=0.182
E nb
petitieanSC _
2 chilv_C Egg 0 s 091 091 090 097 076
PEOE_VSA-6 test™-
chilv_C _
3 PEOE_VSA-6 Egg‘o':%“gn 095 094 100 100 0.89
SlogP_VSA1l test™+-
petitieanSC -
4 chilv_C R(T)=0.091 091 097 079 091 079
R(T)est=0.273
glob
chilv_C -
5 PEOE_VSA_POL R(T)‘O'_045 095 1.00 086 094 0.9
- - R(T)tes[—0.273
glob
chilv_C
PEOE_VSA-6 R(T)=0.045
6 PEOE VSA POL  R(T)ea=0.273 095 1.00 086 094 0.9
glob
chilv_C _
7 PEOE_VSA-6 Egi‘o'_%zgm 098 097 1.00 1.00 0.94
ASA H test™
chilv_C -
8 PEOE_VSA-6 Egg‘o':%“gm 095 0.97 092 097 0.89
ASA H test=Y.
petitieanSC -
9 chilv_C Egg 0 091 091 090 097 0.76
ASA H test=V.
a_aro R(T)=0.091
10 ASA_H R(T)eei=0.455 091 094 083 094 077
ASA H R(T)=0.091
11 b roR R(T)eei=0.364 091 091 090 097 0.76
ASA H R(T)=0.091
12 PEOE VSA-4 R(T)ee=0.273 091 100 075 0.88 0.81
ASA _H R(T)=0.045
13 PEOE VSA-6 R(T)eei=0.364 095 0.97 092 097 0.89
E_oop R(T)=0.068
14 ASA H R(T)ee=0.455 093 091 100 1.00 0.83
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Modelo Descriptores R(T) X S E P MCC
ASA_H _

15 PEOE_VSA-4 ggg-o-‘i?fm 093 097 085 094 083
PEOE_VSA-6 test =
PEOE_VSA-4
PEOE_VSA-6 R(T)=0.045

16 SlogP VSAL R(T)eet 20,001 095 1.00 0.8 094 090
ASA_H

El arbol de clasificacion 16 esta compuestos por 13 nodos, una profundidad de 4
niveles (numero maximo de decisiones que se han de tomar para clasificar un compuesto) y
utiliza los descriptores PEOE_VSA-4, PEOE_VSA-5, SlogP_VSA1l y ASA_H (Figura 3.33):

- PEOE_VSA-4 es la suma del area aproximada de la superficie accesible de van
der Waals para los atomos cuya carga parcial calculada mediante el método
PEOE®* esta entre -0.25 y -0.20.

- PEOE_VSA-6 es igual que el anterior pero para los dtomos cuya carga sea menor
que -0.30.

- SlogP_VSAL es la suma del area aproximada de la superficie accesible de van der

Waals para los atomos cuya contribucion al logP(o/w) esta entre -0.4 y -0.2.

- ASA H es el area de la superficie accesible al agua de los atomos hidrofébicos

cuyo valor absoluto de la carga parcial es menor que 0.2.

ASA_H
W

PEOE_VSA-4 PEOE_VSA-4

<123

>12.3

>12.3

inactivo

PEOE_VSA-4

PEOE_VSA-6

<0.0684

activo

SlogP_VSAl

inactivo

<20.2

activo

Figura 3.33. Esquema el arbol de clasificacion 16, que ha rendido el menor indice de clasificacion

incorrecta, R(T), tanto para el training set como para el test set.
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El modelo de clasificacién 16 seleccionado solamente asigha de manera incorrecta la
clase de dos compuestos activos del training set, 37{3,6} y 32{5,10}, cuyos valores de ECs, son
11.2 y 2.4 ng/mL respectivamente, y de un compuesto inactivo del test set, 35{6} (Figura 3.34).
Por lo tanto, la precisién del arbol de clasificacion es muy elevado para ambas bases de datos,
concretamente 0.94 en el caso del training sety 1 en el caso del test set (Tabla 3.4).

32{5,10}
N ~o
= H
@ a~N V©A
35{6}

Figura 3.34. Estructura de los compuestos clasificados incorrectamente con el arbol 16.
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3.8. Predicciones.

Se predice la actividad anti-VIH de los compuestos no sintetizados incluidos en el
disefio de la quimioteca de los Capitulos 1y 2.

En primer lugar se debe preparar la base de datos de compuestos para los que se
quiere realizar las predicciones de actividad. El primer paso es protonar estos compuestos a pH
fisiolégico, optimizar la geometria y calcular las cargas parciales con el force field MMFF94.
Después se alinean cada uno de estos compuestos con el AMD3100 en la conformacion que
adopta en el sitio de union con el correceptor de entrada CXCR4 y se escoge aquella que
presenta el mejor alineamiento, es decir, el menor valor de S (Ecuacion 3.33). Finalmente se

calculan los descriptores a partir de la conformacion seleccionada.

A continuacién se realizan las predicciones de actividad. En primer lugar se utiliza el
arbol de clasificacion 16 para discernir los compuestos activos de los inactivos y seguidamente
se utiliza el modelo QSAR 2 para predecir el valor de la actividad anti-VIH (Tabla 3.4). Sélo se
deberia predecir el valor de la actividad con los modelos QSAR desarrollados en el caso de los
compuestos que han resultado activos en la prediccion realizada con el arbol de clasificacion,
ya que este ultimo se ha construido a partir de compuestos activos e inactivos, mientras que los
modelos QSAR se han construido solamente a partir de compuestos activos. Por lo tanto la
fiabilidad en la prediccion de inactivos es mayor en el modelo de clasificacion que en el modelo
QSAR. Sin embargo, las predicciones del valor de la actividad también se han realizado para
los compuestos clasificados como inactivos para poder comparar los resultados de ambos
modelos. De esta manera se han observado resultados diferentes para los compuestos
37{1,4}, predicho como inactivo con el arbol de clasificacién mientras que el modelo QSAR lo
predice como activo con un valor de ECsq de 2.94 pg/mL; 33{2,3}, también predicho como
inactivo con el arbol de clasificacion mientras que el modelo QSAR predice un valor de ECsy de
3.60 pg/mL; 32{7,10} cuya prediccién del valor de ECs, utilizando el modelo QSAR es de
3.61 pg/mL mientras que el arbol lo clasifica como inactivo; y 37{3,10} que es identificado como
activo con el arbol de clasificacion mientras que el modelo QSAR predice un ECsy superior a
20 pg/mL.
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Tabla 3.4. Prediccion de la actividad anti-VIH de los compuestos no sintetizados de la quimioteca definida
en los Capitulos 1 y 2 utilizando el arbol de clasificacion 16 (distincion entre activos e inactivos) y el
modelo QSAR 2 (célculo del ECsp). El ECsp de los compuestos clasificados como inactivos se muestra en

cursiva. Los tres compuestos que han resultado mas activos en la prediccion se resaltan en negrita.

Compuesto Clase ECso / pM ECso/ pg-mL™*
33{1,2} 1 2.24 0.73
33{1,3) 0 48.09 15.12
37{1,4) 0 9.28 2.94
37,7} 1 5.98 1.97
37{1,8) 1 3.70 1.33

37{1,10} 0 30.44 10.09
33({2,3) 0 10.52 3.60
372,7) 1 1.88 0.67
37{2,8} 1 158 0.61
37{2,10} 1 10.13 3.64
3737} 0 18.96 6.55
37{3,10} 1 58.34 20.27
32{4,7) 1 5.94 2.06
32{4.8} 1 216 0.81
32{4,10} 0 17.34 6.05
32(7.8} 1 0.66 0.26
32{7,10} 0 9.95 3.61
70{1} 1 5.90 2.38
7042} 1 3.85 1.66
7043} 1 24.95 10.45
7044} 1 475 2.00
70{5} 1 5.23 272
70{6} 1 2.87 1.24
707} 1 2.70 117
7048} 1 0.87 0.40
7049} 1 461 2.14
70410} 1 19.70 8.58
70{11} 1 7.30 3.29

En general, los compuestos clasificados como inactivos son los que han presentado los
mayores valores de ECsp, en todos los casos han sido superiores a 9 uM. También, se puede
observar que los tres compuestos mas activos en la prediccion de la actividad anti-VIH son
37{2,8}, 32{7,8} y 70{8}, cuyos valores de ECs, son de 1.58, 0.66 y 0.87 uM respectivamente.
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La sintesis de estos compuestos ha permitido determinar la actividad anti-VIH real, cuyo
resultado expresado como ECs, es 1.56 uM para 37{2,8}, 1.03 uM para 32{7,8} y 0.03 uM para
70{8}. El monociclamo 70{11} también se ha sintetizado y se ha determinado su actividad anti-
VIH, de manera que se ha podido comparar el valor obtenido experimentalmente, 0.08 uM, con
el calculado mediante el modelo QSAR 2, 7.30 uM (Tabla 3.5). La gran diferencia entre el valor
experimental y el calculado para los dos monociclamos probablemente se debe a que el
training set utilizado en el calculo de los modelos QSAR so6lo incluye un compuesto de la familia
de los ciclamos, el AMD3100. Por lo tanto, se demuestra la necesidad de desarrollar otros
modelos o utilizar otras técnicas de cribado virtual que incluyan esta familia de inhibidores de
CXCR4 en el training set. Los resultados obtenidos para los compuestos 37{2,8} y 32{7,8}
demuestran la utilidad de estos modelos ya que los valores de EC; obtenidos
experimentalmente y con el modelo son del mismo orden de magnitud, cabe destacar que la
diferencia entre la actividad experimental y la calculada con el modelo QSAR 2 para el primer

compuesto es solo de 0.02 uM.

Tabla 3.5. Comparacion del valor experimental y calculado con el modelo QSAR 2 de ECso en M para
los tres compuestos mas activos en la prediccion con dicho modelo, 37{2,8}, 32{7,8}, 70{8}, y el

monociclamo 70{11}.

Compuesto ECso experimental  ECsg calculado

37{2,8} 5\/,{“\ 1.56 1.58

H\/©/\H/\/\/,\©
32{7,8} QN/\/N 1.03 0.66

m

H HN

70{8} [ ] NL@HMB 0.03 0.87

z

P4

0| C

=z

HH

70{11} [H L@”HMU 0.08 7.30

P4

P4
zZ

C
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