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- Introduccion-
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El an4dlisis de la relaci®n entre 1la estructura quimica de
grupos de sustancias y su actividad biolégica ha demostrado ser de

gran utilidad para 1la sintesis de nuevas drogas de mayor efectividad

v/0o selectividad [1-4]. Debido al enorme esfuerzo cientifico y
econdmico dedicado al descubrimientc de fArmacos especificds, el
intento de encontrar reglas, empliricas 0 no, que vinculen

caracteristicas individuales de la estructura de 1la sustancia y su
efecto en el sistema biolégico encuentra sobrada justificaci¢n.

Muchos son los datos experimentales publicados [5-12] cuya
conjuncién demuestra la existencia de relaciones definidas entre 1las
propiedades fisicogquimicas de las sustancias y su actividad bioldgica.
La elucidacidén del origen de tales relaciones entre las propiedades de
los compuestos y su accidén bioldgica en el organismo hace posible
arribar a ideas concernientes al mecanismo de las interacciones
gquimicas yv/o fisicoquimicas biolégicamente importantes y establecer,
sobre esta base, 1los requerimientos estructurales de la nueva
molécula. Este tipo de an4dlisis conduce simultédnea e indiscutiblemente
a la prediccién de la accion biolégica de la sustancia a sintetizar.

La idea de que la actividad biolégica de un compuesto dado es
funcidén de su estructura gquimica fue propuesta ya en en 1869 por
Crum-Brown y Frazer [13], quienes observaron que la intensidad de la
sccién narcédtica de ciertas sustancias decrecia con el aumento de
solubilidad en agua. La evolucién posterior de este concepto llevd a
considerar la actividad bioldégica como funcidén de las propiedades
fisicoquimicas [2,14-18] asociadas a la estructura molecular que la
posee, con la consecuente comprensién de la causa estructural
generadora de su actividad.

Este mutuo aporte de ambos campos del conocimiento se ha
afianzado en el tiempo, quedando definido en si mismo como RELACION
ESTRUCTURA ACTIVIDAD (Structure Activity Relationship-SAR> [2,14,15]).
La consiguiente sistematizacién de estos procedimientos condujo a un
empleoc ordenado de las distintas etapas necesarias para su

implementaci®én, vinculadsas principalmente a:



~1) busqueda de relaciones cuantitativas,

-2) examen de su origen,

~-3) interpretacién de sus implicancias,
constituyéndose ya en una metodologia de investigacién ampliamente
aceptada e identificada como RELACION ESTRUCTURA ACTIVIDAD
CUANTITATIVA CQuantitative Structure Activi ty Relationship-QSARD

El término droga se asigna a una molécula bioldgicamente
activa que no existe en el organismo o, existiendo previamente, se
administra a ¢éste de manera de elevar notoriamente 1los niveles
naturales. En esta definicién quedan no s®lo incluidos 1los compuestos
de uso en 1la terapéutica humana, sino también aquellos de uso
veterinario o agroquimico [14,15,19].

Resultan innumerables las drogas diferentes, en cuanto a su
estructura y/o su actividad, que se han sintetizado o aislado durante
los pasados 100 afios, principalmente por métodos empiricos. Como
consecuencia natural de este excesivo empirismo surgi®, entre los
investigadores abocados a la sintesis de compuestos biolégicamente
activos, el deseo de lograr una prediccién cualitativa de la actividad
de las sustancias ya al planificar su preparacién. Esta 1investigacidén
programada fue originando gradualmente una rama de la Quimica
Medicinal, llamada diseBRo de drogas, la cual , en forma muy general,
puede definirse por la incorporacién de nuevas estructuras activas,
racionalmente disefiadas, a la Farmacologi{a Clinica. Sin embargo, no
deben dejarse de 1lado en esta definicién las etapas previas de
investigacién, sin duda las mas laboriosas, en las cuales las
propiedades bioldégicas se ensayan en animales de experimentacidn,
recibiendo en consecuencia el nombre de Farmacologia Experimental

Entre las drogas sintetizadas en las distintas etapas de estas
investigaciones, muy pocas son las que llegan a ser introducidas en la
practica terap¢utica. Datos estadisticos [14,15,20-22] indican la
necesidad de preparar y analizar entre 6.000 y 10.000 compuestos por
cada nueva droga que llega a ser empleada. En determinados casos esta

cifra crece, como en la investigacién de estructuras con propiedades



anticonvulsivas, que hizo necesario ensayar 400.000 compuestos. Esta
situacién se torna aun mas compleja en el caso de los compuestos con
propiedades anticancerigenas y antivirales, donde el orden de 1los
compuestos alcanzé los 40.000.000 [15,23]. Resulta ilustrativo al
respecto mencionar que la comercializacién de dos nuevos productos por
Ciba-Geigy [24] en 1974 requiri¢ 1la preparacién previa de 10.000
compuestos incluyendo intermediarios, siendo 4.000 el nUmero de éstos
evaluados farmacolégicamente y sélo 40 los sometidos a pruebas
clinicas.

Por otro lado , aumentan en forma notoria y constante las
exigencias para la aceptacién de nuevos farmacos, tanto en relacién a
su especificidad y efectividad como a 1la disminucién de efectos
colaterales [14,15]. Es asf cada vez menor el numero de drogas que
rednen los requisitos necesarios para su aceptacién en uso comercial,
aparejando ésto el aumento simulté&neo del costo total de produccidn,
de aproximadamente 4.000.000 a 140.000.000 de délares desde la década
del 60 a la actualidad [23].

Las primeras investigaciones orientadas a la optimizacién de
una droga para un fin determinado consistian en la sintesis de
compuestos elegidos m4s o menos al azar, sobre la dnica base de 1la
intuici®n cientifica, los que posteriormente se evaluaban
farmacolégicamente. Tal procedimiento de prueba y error requiere
obviamente la sintesis de un gran numero de compuestos, proceso que
consume largo tiempo de investigacidén sin asegurar una linea exitosa,
elevando ademds los costos de manera considerable. Con el objetivo
fundamental de mejorar esta relacién desfavorable entre el costo de la
investigacién necesaria para la obtencién de cierta informacién y la
relevancia de la misma, se han desarrollado y existen en la actualidad
varios métodos, especialmente teéricos [15,26], fundamentados en la
existencia de una relacién cuantitativa, expresable por una ecuacion
matematica, entre la estructura de un compuesto dado y sus
propiedades de interés. En la practica, estos nétodos permiten decidir

en forma racional las caracteristicas de los compuestos a sintetizar,



aumentando asi la probabilidad de que estos manifiesten las
propiedades buscadas.

Las técnicas mds antiguas partian del andlisis de un conjunto
de compuestos elegido "cuasi arbitrariamente”. La evolucién posterior
no prescinde de esta selecciédn inicial, pero adjudica mayor relevancia
a la posterior optimizacién de los compuestos, miembros del conjunto.
En un proceso de racionalizacién, se ha pasado a elegir un conjunto
inicial de compuestos qgquimicos caracterizado por presentar una
actividad biolégica comin que lo define. A partir de éste debe poder
ser generado un subconjunto (subsistema) por variaciones sustanciales
sobre una estructura basica comun, perteneciente al conjunto (sistema)
inicial, a la cual se hace referencia como Prototipo activo [19,20].
Siendo imposible la inclusién de todas las posibles estructuras asi
derivadas en el subsistema, conocido como familia de congéneres, sdlo
se busca la representatividad en la eleccién de este subconjunto
(capitulo IT).

Todas las etapas de generacién de este subsistema incluyen,
sin duda, un cierto grado de incerteza, que disminuye a medida que se
va llegando al compuesto final, debido a que no existen suficientes
criterios racionales para su seleccié¢n. El1 proceso global as{
descripto se conoce como Generaciton del Compuesto Li{der [14,15,19]
(Capitulo III). En forma muy general, un compuesto lider se define
como la estructura mas favorable perteneciente a este subsistema,
tanto en relacién a sus propiedades bioldégicas como a su posibilidad
de optimizacién (con eliminacién de 1los efectos colaterales no
deseados) por modificaciones en su estructura quimica.

Este compuesto lider generar4 posteriormente, a través de las
modificaciones de su estructura ya mencionadas, un nuevo subconjunto,
en un procedimiento que puede ahora conducirse en base a una
metodologia mAs racional y programada, derivada del estudio exhaustivo
de las estructuras quimicas y actividad biolégica de los compuestos
del subconjunto original. FPor conducirse en'&rma mas racional, esta
ultima etapa de "optimizacién del lider” se constituye en la etapa mas

relevante del disefio racional de farmacos.



El descubrimiento y/o desarrollo de una nueva droga puede
entonces describirse como un proceso que comprende tres etapas, las

que pueden ser todas necesarias o no, en cada uno de 1los diferentes

casos.
1 -DESCUBRIMIENTO DEL PROTOTIPO ACTIVO.
2-GENERACION DEL COMPUESTO LiDER.
3-OPTIMIZACION DEL COMPUESTO LIDER.

Antes de detallar 1las distintas metodologias que permiten
llevar a cabo cada una de estas etapas, debemos recordar que una
investigacidén farmacoguimica involucra el aporte conjunto de 1las
clencias quimica y farmacoldégica. Por lo tanto, la eficiencia de 1la
investigacién no dependerd exclusivamente del efeciente manejo quimico
en la modificacién de las estructuras, sino también de 1la correcta
eleccién de los tests bioldgicos en funcién de la actividad elegida.
Tres elementos principales deben tenerse en cuenta al elegir la forma
de determinacién de una actividad bioldégica [19]:

X Capacidad del test bioldgico , dada por el numero de
compuestos que pueden ser ensayados en un tiempo determinado. Se deben
buscar ensayos que , en la medida de 1lco posible sean rapidos,
permitiendo evaluar y resolver el mayor numero de derivados en el

menor tiempo posible.
* Poder de discriminacion, dado por la aptitud del ensayo

biolégico para diferenciar un compuesto promisorio de aquellos que no

lo son.
*Relevancia farmacoldgica, dada por la correlacidén (no

necesariamente correspondencia) entre el efecto biolégico medido y la

actividad clinica regquerida.
La selecci®dn en base a estas tres caracteristicas permite

disminuir el numero de ensayos biolégicos a los que se somete una

sustancia de interés.



Distintas metodologias resultan apropiadas para cada una de

las tres etapas involucradas en 1la generacién de una nueva estructura
farmacolégicamente activa:

1 -DESCUBRIMIENTO DEL PROTOTITPO ACTIVO.

1.1-Serie de _ensayos (screening) farmacolégicos [15]
Consiste en someter a varios compuestos, objeto de

estudio,a una serie de tests biolégicos a fin de determinar que
actividad bioldégica poseen. En los primeros estadios de este tema de
investigacién la mayoria de las drogas fueron descubiertas por este
procedimiento estocédstico. Es un buen método, pero de alto costo en la
busqueda de nuevas drogas. A pesar de estas limitaciones se continua
aplicando en aquellos casos donde no se conocen los mecanismos

responsables de la actividad.

1.2- Aislamiento de productos naturales.

El conocimiento de la actividad biolégica de un producto
natural est4d, en la mayoria de los casos, aportada por 1la medicina
popular. El procedimiento consiste basicamente en la separacién del
compuesto guimico que posee dicha actividad del medio natural en el
cual se encuentra Las etapas que se pueden diferenciar en este
procedimiento son : acondicionamiento del material, extraccién de
distintas fracciones, purificacién de la fraccién que mostr$d mayor
actividad, caracterizacién del compuesto/s activo/s, identificacién vy
elucidaci®én de la estructura responsable de la actividad bioldgica.

Entre las drogas de uso clinico que fueron introducidas
por este procedimiento podemos citar a la morfina, atropina, quinina,
glicésidos cardiacos y prostaglandinas, ademds de ciertos compuestos

antibacterianos derivados de hongos y bacterias [18].



1.3~ Descubrimiento por caswualidad Cazar).

Como en toda rama de Ila investigacioén cientifica, no

pueden dejar de mencionarse hechos fortuitos o accidentales que han
llevado a la introduccién de nuevas drogas ya sea por error o
casualidad . Entre ellos puede mencionarse la administracién

de.acetanilida como antipirético, en la creencia errénea de que lo que
se estaba administrando era naftaleno, al cual se le asignaban dichas
propiedades [27]. Invgstigaciones posteriores a su comercializacién
como antifebrinsa llevaron al desarrollo de la fenacetina
(p-etoxiacetanilida), llegando finalmente al compuesto de uso

terapéutico actual paracetamol (p-hidroxiacetanilida) que result® ser

su metabolito.

1.4- Diseno priactico.

En oposicién a los procedimientos miAs clasicos antes

descriptos, el disefic practico apunta directamente al objetivo
medicinal [19] . El conocimiento de las caracteristicas estructurales
de varios compuestos con actividad farmacolégica comtn permite

seleccionar una estructura quimica suficientemente sencilla 1la cual,
conteniendo una "porcidén estructural clave” (subestructura), permita
camlinos sencillos de modificacién con generaci®n de nuevos derivados.

Aceptando que cada subestructura no contribuye en forma
independiente a la actividad, su aparicién reiterada en compuestos con
la misma actividad bioldégica, aunque con distintas caracteristicas,
tanto en relaci®én a su potencia como a la i1mportancia de 1los efectos
colaterales, permite el empleo de este "pardmetro de similitud” para
la eleccidn o disefio practico del prototipo activo.

El procedimiento asf{ descripto tiene cierta vinculacién
con el rudimentario screening farmacolégico, pero descarta las
condiciones de selecci®dn al azar. Si bien coincide en la eleccidén del
prototipo activo a partir del analisis de un conjunto inicial, difiere

en la metodologia de generacién de este conjunto.



2- GENERACION DEL COMPUESTO LIDER.

Los mecanismos de generacién del compuesto lider consisten
fundamentalmente en la introduccién de modificaciones quimicas en la
estructura del prototipo activo, en un testeo de 1las caracteristicas
generales que deben reunir estas modificaciones para lograr el sentido

de variacién de la actividad biol®dgica deseada.

2.1~ Modificacién quimica de productos naturales.

Consiste en la introduccidn de modificaciones
estructurales en un dado producto natural de actividad biolégica
conoclda, analizando simulténeamente la modificacién producida en la
actividad medida. Un ejemplo de esta metodologia se encuentra en el
descubrimiento de drogas anticoagulantes del grupo de 1las cumarinas
[15,28 ], estudio originado en la enfermedad producida por el "trébol
dulce”, que permiti®d la deteccién del agente tédxico "dicumarol”
(bishidroxicumarina), compuesto que actua como anticoagulante
inhiblendo la sintesis de protombina. Pueden también mencionarse las
modificaciones introducidas en la cadena B-acilaminica de la
penicilina G , mediante 1las cuales se lograron penicilinas mas
resistentes a los jugos gastricos y a las penicilinasas (ampicilinas,
flucloclaxiclina) [29].

2.2-Modificacidon quimica de sustancias enddégenas.

Mediante la introduccién o reemplazo de adtomos o grupos
de Atomos (isésteros), o alterando la estructura basica de forma tal
de generar antimetabolitos, antivitaminas o antihormonas, se obtienen
drogas de accién semejante a los compuestos enddgenos originales, que
exhiben a su vez propiedades biolégicas mas favorables.

Las modificaciones introducidas a la noradrenalina
(Fig.1.1) ejemplifican este procedimiento. Siendo ésta estimulante de

los receptores o« y 3 adrenérgicos, variaciones estructurales permiten



llegar al isoprotenerol (fig.1.2), agonista de ambos receptores 31 vy
32 v de éste al salbutamol (fig.1.3), predominantemente estimulante /32

y por consiguiente de importancia terapéutica como antiasmAtico [30].

HO HO
P = /M
HO—/( )} —CH—CH.,— \ _
\Q/ | H,—NH,, \Q/—?H—CHZ NH-CH
OH ) OH Me
Figura 1.1- noradrenalina, Figura 1.2- isoprotenerol,
estimulante adrenérgico o y (3 predominantemente estimulante 31 y 32
HOCH2
\ Me
HO-—/C_D\—CH—CH —NH—C/Me
\\—/ 2
‘ \Me
OH
Figura 1.3. Salbutamol,
estimulante (32
Similarmente en el campo de los contraceptivos, la

hormona natural progesterona (fig.1.4) se caracteriza por su efecto
débil y corto. Usada como punto de partida, su modificacién permitid
la obtencién de (+)-norgestrel (fig.1.5), de marcada e 1intensa

actividad progestacional y larga duracién, sumando la ventaja de su

via oral de administracién [31].
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Me

\
C=0
N HO_oN
VAN BN
/H N—/ (h —/

/o N_/ /__\ /

= PR
Figura 1.4. Progesterona Figura 1.5.(+)-norgestrel
efecto corto y débil marcada actividad y larga duracién

€. 3-Aprovechamiento y optimizacidn de efectos colaterales o

secundarios .

La experiencia adquirida en clinica médica y farmacologia
juega a menudo un rol decisivo en la incorporacién de drogas
conocidas a nuevas actividades, distintas a las aprovechadas hasta el
momento, a partir de la observacién de los efectos secundarios y la
consiguiente introduccién de modificaciones estructurales que 1logren
potenciar el efecto elegido.

El estudio de los efectos colaterales de las
sulfonamidas, inicialmente usadas como agentes quimioterapetticos,
permitidé, por ejemplo, mediante la eleccidén de 1las modificaciones
estructurales m&s adecuadas, la obtencién de compuestos de accién
antidiab#tica de administracién oral ( tolbutamida, clorpropamida ),
saluréticos (clorotiazidas, fursemida) y antihipertensivos (diazoxido)
(fig.1.6) [14,15,28]. El1 procedimiento aqu! descripto 1involucra, en

realidad , las etapas 1 y 2 del desarrollo de un farmaco.
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R—NH 802 \ NH2
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Figura.1.6 - Derivados de sulfonamidas por optimizacién de

sus efectos colaterales

2.4~ Empleo de metabolitos de drogas
La metabolizacidén de un precursor, en general no activo,
(prodroga) en un medio adecuado, genera el principio activo. Asi, el
colorante azoico prontosil, marcadamente téxico, inactive in vitro
pero activo in vivo genera en su metabolizacién 1la sulfanilamida
(metabolito), agente antibacteriano [15,20,32,33], (fig.1.7)
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Figure.1.7. Metabolizacién del Prontosil.

2.5- Modificacidén racional de la estructura elegida.

La introduccidén de modificaciones estructurales sobre una
estructura inicial (prototipo activo) y el paralelo analisis de 1la
variacién de la respuesta bioldgica frente a cada una de estas
modificaciones, permite no s®lo generar un conjunto de compuestos de
caracteristicas similares, tanto en el aspecto estructural como
farmacolégico, sino analizar en forma racional el sentido de las
modificaciones mas adecuadas para el logro de la respuesta buscada.

Esta metodologfa de generacién de un 1lider puede ser
aplicada a un prototipo activo descubierto por cualquiera de 1los
mecanismos antes mencionados. Sin embargo, 1la tendencia actual
remarca la importancia de una "metodologfa racional” de trabajo, que

asocle las etapas 1.4 y 2.5.

3- OPTIMIZACION DEL LIDER

En base al conocimiento del comportamiento modificacion
quimica-respuesta biolégica adquirido en la etapa de “generacidén del
lider"”, es posible trabajar sobre una metodologia mas racional que

pretenda el conocimiento previo cuali-cuantitativo de 1los logros a
obtener.

Dada la importancia de esta metodologia racional, conocida
como etapa de optimizacién del lider, en relacidn al trabajo aqui

presentado, se tratard en forma detallada en el Capitulo VII.
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Breve discusion sobre los contenidos presentadas.

La implementacién de este tipo de metodologia de trabajo, en
la cusl 1a racionalidad matem&tica se suma a la intuicién quimica con

el fin comtn de la obtencidén de nuevas drogas , data principalmente

de 1la década del 70. Por 1lo tanto no existen adn criterios
coincidentes entre los distintos autores , tanto en relacién a 1la
definicién de prototipo active o compuesto lider como a la

diferenciacién de las distintas etapas involucradas en el disefio de
un farmaco [14,15,28,34]. En contraposicién con la metodologia de
trabajo aquf propuesta , ciertos csquemas parten de la elecci®én de un
compuesto lider sobre una base comparativa de las caracteristicas de
compuestos ya conocidos, aplicando los criterios de disefio en la etapa
de optimizacién

Se encuentran también discrepancias entre 1a importancia
relativa conferida a la intuici®n quimica y a los resultados de
andlisis estadisticos.

LLs metodologia aqui presentada esta condicionada, en
consecuencia,por la subjetividad inherente a la eleccén del autor. Su
lectura detallada pone de manifiesto que, dada la cantidad de factores
que influyen en una dada respuesta bioldégica, no existe parametro
descriptor ni andlisis estadistico que, exento del criterio quimico,
permita volcar la interpretacién de los datos obtenidos a la ubicacién
de las porciones moleculares indispensables para la manifestacidén de
la actividad o a una mejor comprensién de los mecanismos involucrados

en la accién bioldgica.

14



- GAPITULO 2 -

Descubrimiento del

prototipo activo



Con la intencién de desarrollar un estudio metédico y
programado, en el cual de ninguna manera se descarta 1la importancia de
la intuicién quimica, se opta por los mé¢todos de diseBo practico, los
que analizan caracteristicas estructurales comunes de compuestos que
presenten una dada actividad terap®utica de relevancia clinica.

En esta primera etapa del disefio de drogas reviste particular
importancia el criterio intuitivo en 1la eleccién de un esqueleto
estructural base sobre el cual trabajar para el logro de mejores
indices terapéuticos. Frente al particular interés en una determinada
actividad farmacoldégica, un simple y exhaustivo estudio de 1los datos
publicados, ya reconocidos, nos definir4d un primer conjunto de

sustancias que la poseen [19].

2.1- SELECCION DE LA ACTIVIDAD BIOLOGICA.

Casi con total rigor puede afirmar=se gque no existen
actualmente drogas cuyo indice terap®utico no merezca ser sometido a
estudios profundos orientados principalmente al logro de una accién
més especifica con simulténea disminucidén de efectos colaterales.

El avance del conocimiento permite definir cada vez mas
especificamente ciertos factores que resultan determinantes en
relacién a la vida humana. Algo tan rutinario como una contraccién

muscular permite descubrir su importancia ante la toma de conciencia

de que contracciones involuntarias (espasmos) participan en la
definicidén de los limites de nuestra vida , desde el nacimiento
(contraccién 1involuntaria del dtero), hasta 1la muerte (espasmo

coronario, espasmo bronquial).

Resulta as{f un desafio el control, a través de 1la
comprensién de su origen, de estos espasmos involuntarios y del
mecanismo gque induce su aparicién en el organismo humano. La

aceptacién de este desafio nos 1lleva a abordar el estudio de 1la

actividad espasmolitica.
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2.2-ANALISIS DE LAS ESTRUCTURAS QUE PRESENTAN ESTA ACTIVIDAD.

Un grupo de compuestos quimicos que poseen una o mas
propiedades comunes definen un conjunto por comprensién. En esta etapa
de descubrimiento de nuestro prototipo activo definimos en primer
lugar un conjunto CAE ., formado por todos aquellos Compuestos que
manifiesten Actividad Espasmolitica al actuar, por un mecanismo no
competitivo, sobre la musculatura lisa.

Las contracciones involuntarias o espasmos en mudsculo
liso son generados fisiolégicamente por un aumento de la
concentracién de acetilcolina o histamina [35], la que produce a su
vez un aumento de la concentracién de ion ca*t intracelular
[19,36-39]. En respuesta a los efectos producidos por estos agonistas,
la relajacién del musculo 1liso puede lograrse por un mecanismo
competitivo, en el cual 1los antagonistas bloguean los sitios
receptores del agonista, o por un mecanismo no competitivo que implica
la accién de la droga en la recuperacidén de los niveles de calcio
intracelular [35,40]. Independientemente del mecanismo involucrado, la
importancia del 1on Ca++en la contractilidad muscular queda hoy fuera
de toda discusién.

Buscamos entonces una porcién estructural comin a los
antiespasmédicos no competitivos de actividad relevante, que nos
permita el disefo priactico de nuestro prototipo activo, dejando de
lado por el momento toda discusién sobre los distintos mecanismos de
accién asociados al efecto de las distintas estructuras en los niveles
de Ca++ intracelular. Consideramos para ¢ésto otros dos conjuntos
definidos por los Compuestos Arom&ticos No Heterociclicos (CANH) 'y
Aromdticos Heterociclicos (CA¥) (Fig.2.1).
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Figura 2.1- CAE :conjunto de compuestos antiespasmédicos no
competitivos mAs representativos. CAE /) CANH : conjunto de compuestos
antiespasmédicos no competitivos aromadticos no heterociclicos.
CAE /) CAH: conjunto de compuestos antiespasmédicos no competitivos
heterociclicos.

Las estructuras mencionadas se representan en las figuras 2.2

18



Definiendo por extensién los conjuntos interseccién
CANH/NCAE (fig 2.2) y CANH /) CAE (fig.2.3), el analisis de las
estructuras participantes pone en evidencia la existencia de un
Nitrégeno aminico comdn a todas, unido a su vez, en general, a un
Atomo de Carbono insaturado modificado por sustituyentes de distinta

naturaleza, principalmente grupos voluminosos y/o0 aromadticos, que

pueden formar o no: parte de un ciclo. Sobre 1la base de estas

consideraciones se genera la hipdtesis de existencia de una
[]

subestructura minima ( Aromadtico— C-N<¢), caracteristica de la
]

actividad analizada, en la cual un N aminico, con grado de sustitucién
variable se une, a través de un Atomo de Carbono, a un resto

hidrofébico voluminoso.

R\ C N Me
/N ‘_ | /a\
MeO ¢;2V_$ (CHy) gN(CH,) ,~(())-OMe
Meo!  1py \OMe
1- R=H veparamil . SOZNH(CHZ)SNH2
2- R=OMe DBOO < >——<
/T N/
Me Cl 5- W=7
Ny CH=(CH..) —NH—éH(CH —ijf
\\// "2 272 Zn \\“/ "
3- n=0 fendilina . |e
4- n=1 prenylamina V7R _nuk
(\__/)ZCH—CHZ—CH NH<Bu
B6- terodilina
Figura 2.2- CAE /) CANN : conjunto de compuestos

antiespasmédicos no competitivos aromaticos no-heterociclicos
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La btusqueda de una estructura sencilla que retna ambas
caracteristicas nos lleva a la eleccién de 1la Bencidrilamina como
prototipo activoe (fig.2.4, 2.5), vya que, cumpliendo con nuestro
requisito estructural, es ademds porcidén comin de varias estructuras
de nuestro CAL [3,4,6,19,20], si bien puede también caracterizar
farmacos de actividad diferente. La presencia de dos nucleos
aromdticos define un considerable numero de sitios, tanto equivalentes
como no equivalentes en su estructura, lo que permite un andlisis mas
exhaustivo del efecto de los distintos tipos de modificaciones . Asti,
los sitios no equivalentes resultan aptos para el estudio del efecto
producido por la introduccidn de un mismo grupo funcional en distintas
posiciones de la molécula, logrando una primera aproximacién a los
centros claves (sitios activos) en relacién a la 1interaccién con
receptores bioldégicos. Por otro 1lado, la existencia de sitios no
equivalentes permite reforzar por disustitucién el efecto de un
sustituyente determinado, con la consiguiente cuantificacién relativa

de la importancia de cada modificacién.

R
R
~
H N
~N
- H
/o
Figura 2.4. figura 2.5.
Estructura plana de la Estructura espacial de la
1,1-Difenilmetilamina 1,1-Difenilmetilamina
(Bencidrilamina) (Bencidrilamina)

21



En esta metodologia de disefio préctico del prototipo
activo, basada en la busqueda de una porcién estructural comdn , se ha
dejado de lado 1la posible clasificacién de 1los antagonistas no
competitivos en relacién a su mecanismo de accién. El1 mecanismo no
competitivo de relajacién muscular se asocia frecuentemente a una
recuperacién de los ﬂiveles normales de Ca++ intracelular 1libre ,
mediante la acci®én sobre procesos Ca++-dependientes, ya Ssea por
modificacidén del transporte de Ca++ intracelular o por blogueo de 1los
canales y consiguiente inhibicién del influjo de Ca++ desde el
exterior de la célula [37,42]. Se pueden diferenciar asi dos grupos
principales de compuestos en cuanto a su mecanismo de accidén [42]
~-1) antagonistas de 1la calmodulina, que modifican el mecanismo de
contraccién muscular por interaccién directa con esta proteina
[43-46] o inhibicidén de 1la enzima fosfodiesterasa [47],

-11) antagonistas de canales de Ca++, que actuan por blogqueo de los
canales, tanto potencial dependientes (PDC) u operados por receptor
(ROC) [39,42]. Los canales operados por receptor son aguellos
asociados a la existencia de receptores en las membranas, que se
activan por interacciones especificas agonista-receptor, mientras que
los potencial-dependiente se activan por un mecanismo de
despolarizacién de la membrana por elevacién del contenido de ion K+
En relacién a la importancia de este catién en los mecanismos de
balance del contenido de Ca++, estudios recientes [49] han demostrado
la existencia de compuestos que, por apertura directa de canales de
K+, producen relajacién del musculo liso vascular.

Se conoce en este momento con precisién el mecanismo de
accidén de varios agentes farmacolégicos en el proceso de relajacidn
del misculo liso. Asi, los compuestos 1-4 y 6, (Fig.2.2) y 10, 15, 19,
21 y 22 (Fig.2.3) bloquean los canales de Ca++. Los compuestos 5
(fig.2.2) y 7, 11, y 20 (fig.2.3) son antagonistas de la calmodulina,
mientras que los 16, 18,23 y 25 (fig.2.3) inhiben la fosfodiesterasa.
En relacién a los compuestos 8, 9, 12, 13 y 14 (fig. 2.3) se postula
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una accidén por apertura directa de los canales de Kt

Un anadlisis asociado a la dilucidacién de mecanismos de
accién deberfa 1iniciarse en 1la definicién de conjuntos por
caracteristicas fisicoquimicas comunes y el posterior analisis de su
interseccién con CAE, ya que interacciones hidrofdébicas [49-52]
parecen dominar la posibilidad de interaccién con calmodulina,
mientras que cierta estereoselectividad caracteriza los blogqueantes de

t [42]: En un planteo m&s general, el mecanismo de

canales de Ca
accién parece asociarse no a caracteristicas estructurales sino a
caracteristicas fisicoquimicas comunes [53-56].

Sin embargo, no es el objetivo de este estudio el logro
de una droga que responda a un mecanismo de accién bien conocido vy
determinado, sino el aumento de su potencialidad sobre 1la base de
modificaciones estructurales, lo cual justifica el camino de disefo

practico elegido para el descubrimiento del prototipo activo.
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- CAPITULO 3 -

Generacion del lider

por modificacion racional

del prototipo activo



El prototipo activo es, en sf mismo, un esqueleto estructural
comin a un conjunto de compuestos que manifiesta la actividad
biolégica buscada.. Partiendo de 1la base de que ha sido éste
correctamente seleccionado, el conjunto de compuestos que puede ser
generado por sustitucién scbre cada una de las distintas posiciones de
este esqueleto base es, sin lugar a duda, infinito, ya que, en teorisa,
es infinito el numero de combinaciones posibles de sustituyentes que
pueden conectarse a estas distintas posiciones de sustitucién. Es, sin
embargo, finito el numero de estos sustituyentes de potencial interés
v, sin duda, todo criterio practico indica 1la importancia de una
eleccidn a priori de los elementos de este conjunto finito [19],para
poder generarlo manipulando el menor numero de compuestos,tanto en su
sintesis como en su evaluacién farmacoldgica.

El mismo razonamiento, simulténeamente 1légico e 1intuitivo,
aplicado al disefio préactico del prototitpo activo, que nos indica que
de estructuras semejantes es dable esperar propiedades farmacolégicas

y fisicoquimicas semejantes, puede aplicarse ahora para disefiar, sobre

un criterio préctico, modificaciones estructurales que logren un
conjunto de estructuras derivadas de caracteristicas distintas. Para
esta metodologia de programacidn "por disimilitud” de las

modificaciones a introducir, en una etapa previa a la sintesis vy
determinacién de la actividad biolégica de las estructuras derivadas
del prototipo activo reviste particular importancia el empleo de
"pardmetros de disefio”, descriptores de propiedades estructurales,

fisicoquimicas y/o electrénicas de los compuestos.

Un criterio objetivo generalmente empleado [19,356] se
fundamenta en el estudio de 1la distancia entre los distintos
compuestos en un espacio de parametros, generado al asociar una

coordenada espacial a cada propiedad (pardmetro) Ffisicoquimica. Cada
compuesto del conjunto en estudio queda as!{ representado por un punto
en el espacio deparametros. La distancia entre 1los puntos da una
medida de su disimilitud. El1 conjunto de elementos elegidos como
muestras sera representativo del conjunto total si los puntos en el

espacio geométrico que representan se encuentran adecuadamente



distribuidos dentro del espacio total definido por el conjunto , vale
decir, si la distancia entre dos muestras excede cierto valor minimo
arbitrariamente fijado.

En un espacio biparamétrico el problema puede resolverse
graficamente. Para lograr de este modo una correcta seleccidn se trata
de asociar una coordenada a una propiedad hidrofébica y otra a una
propiedad electrdnica, ya que es dable esperar gque compuestos que
difieran en sus propiedades hidrofdébicas y electrénicas en grado
suficiente como para mostrarse suficientemente separados en el espacio
de los paridmetros difieran también en sus caracteristicas bioldgicas.
El criterio practico que incluye, entre otros factores, la complejidad
del camino de sintesis, indicar4d el compuesto a descartar como
elemento del conjunto entre aguellos cuya separacién en el espacio de
parametros resulte inferior a la distancia critica.

De esta manera se logran minimizar las etapas de trabajo
experimental y los costos que éste trae aparejado en la generacién del
subconjunto de sustancias derivadas del prototipo activo, 1la mas

activa de las cuales definird el compuesto lider.

Tradicionalmente, y en base a los procedimientos presentados
por Topplis [57-58], se han usado como parametros de disefio o y m,
sobre la aceptacién de que, usualmente, 1la actividad bioldgica de
varios anadlogos depende de los efectos hidrofdbicos y electrdénicos de
los sustituyentes. En este esquema, toda desviacidén de un
comportamiento 1légicamente preconcebido podria ser adjudicable a
propiedades estéricas de los sustituyentes [15]. Sin embargo, se
acepta actualmente gque la probable variacién de la actividad bioclégica
puede asociarse a distintos valores de cualquier par de parametros,
convenientemente elegidos de acuerdo a las caracteristicas de los
compuestos a analizar. Mas aun, en un andlisis éptimo, todas las
propiedades fisicogquimicas y estructurales deben modificarse en forma
sistemAdtica e 1independientemente unas de otras en un rango
suficientemente amplic para obtener un conjunto prueba tal que 1las

varianzas de los pardmetros hidrofébicos, estéricos y moleculares
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estén maximizadas y 1las colinealidades minimizadas (los puntos
seleccionados no deben caer en una linea recta [60]).

Para poder discutir en detalle 1las consideracicones que
condujeron nuestra seleccidén de compuestos generados por
sustituciones quimicas con modificacidén de la estructura base de 1la
bencidrilamina, debemos introducir previamente una somera descripcién

de cada uno de estos “"pardmetros de disefiog”

3.1- PARAMETROS DE DISENO-DESCRIPTORES MOLECULARES.

Los intentos de desarrollar nuevas drogas sobre
requisitos preconcebidos quedan "cuantificados” en numerosos
rarametros, descriptores moleculares, de complejidad variable, tanto

en cuanto a8 su cédlculo, como a su interpretacidn.

En forma muy general , pueden clasificarse en

a - Paradametros extratermodinamicos, derivados de 1la
aproximacidén extratermodindmica de Hansch.

b - Parametros estructurales, que describen la molécula
como una estructura quimica bidimensional, considerando el aporte de
las distintas porciones moleculares a la actividad.

c -~ Descriptores geométricos o conformacionales,
asociados a la distribucidén tridimensional de las porciones

moleculares.

a-Parametros extratermodinamicos, derivados de 1la

aproximacién extratermodinamica de Hansch.

Esta aproximacién plantea un modelo termodindmico de
equilibrio, describiendo la interaccién droga-receptor por una
ecuacién:

DROGA + RECEPTOR > ESTIMULO (3.1)
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caracterizada por una constante de equilibrio KD que se modificara
cuando se introducen cambios en la estructura quimica de la droga. En
base a la existencia de relsriones lineales de entalpfa libre para una
familia de congéneres (lineal free enthalpy relationships- LFERS)
[61], estas modificaciones pueden expresarse en forma lineal por uns

suma de efectos hidrofébicos, electrdnicos y estéricos , segun

lg KD = fh (x,h) + fe (xe) + fS (xs) (3.2)

donde fh(xh), fe(xe) y fs(xs) caracterizan 1la influencia de las
propiedades hidrofdbicas ,electrdnicas y estéricas de las moléculas en
las interacciones droga-receptor a través de los paréametros x; que
introducen una dependencia funcional (izh,e,s).
Asumiendo la validez de

¥ igual estimulo - 1gual respuesta
bioldgica,

*la diferencia entre el comporta-
miento tn wvitro e in viwo se debe fundamentalmente a efectos
hidrofébicos, que modifican tanto la interaccié¢n con el receptor como

el transporte de la droga [14],

el logaritmo de la actividad biolégica tiene la misma dependencia

lineal que la constante de equilibrio

lg A = fh(xh) + fe(xe) + fS (xS) (3.3)
La ecuaci®n (3.3) , que describe la actividad bioldégica de una
familia de congéneres, es la base de la “aproximacién

extratermodindmica al andlisis cuantitativo estructura actividad”
introducido por Hansch [B82], llamado asif por aplicar en su deduccidn

relaciones lineales de entalpia libre extratermodinadmicas.
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La ecuacién (3.3) puede también derivarse del analisis
cinético de 1la ec. (3.1) o de consideraciones de termodinAmica
estadistica. Su validez queda hoy sustentada en 1los resultados
obtenidos de su aplicacién [2,15,16,63,64], was que en el rigor de
las consideraciones tedricas.

La forma analitica general de esta ecuacidn puede

representarse por

_ 2
log A = a + ;X + Z bixi (3.4)

donde la variacién logaritmica de la actividad biolégica en una
familia de congéneres se describe, para un dado parédmetro estructural,

como una ecuacldén pesada de sus primera y segunda potencias.

-a.1- Expresidén de la hidrofobicidad a través de parametros

extratermodinamicos para una familia de congéneres.

Se fundamenta en la existencia de relaciones lineales,
para una serie dada de compuestos , entre los datos termodinamicos
para el equilibrio de transferencia entre agua y varias fases
hidrof$bicas (incluso bilofases),para 1interacciones soluto-solvente
semejJantes en ambas fases [15,66]. En consecuencia, para su empleo, se
deben buscar fases hidrofébicas que tengan suficiente similitud con
las biofases. Entre los pardmetros mas usados pueden citarse : log P,
RM’ datos HPLC, -1g ¢ (donde c= solubilidad en agua), destacandose sin
duda , por su frecuente empleo, el sistema de particién octanocl-agua
introducido por Hansch, para el cual se dispone de gran cantidad de
datos [B67,88]. Siendo el octanol suficientemente hidrofébico y de poca
solubilidad en agua, permite la formaci®n de enlaces Hidrégeno, 1los

que juegan un rol fundamental en la definici¢n de la biofase.
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En la practica se emplea la cantidad 7, introducida
por Hansch [69] y definida por

n.o= log PMX— log PHH (3.5)

donde PMH es el coeficiente de particién del compuesto padre ( no
sustituido ) vy PMX el del derivado con el sustituyente X en el sistemsa
octanol-agua. m caractériza la hidrofobicidad del sustituyente X
relativa a H y puede formalmente considerarse como el log del
coeficiente de particidén de ese sustituyente en el sistema
octanol-agua. Como constante que caracteriza un sustituyente vy de
acuerdo a los principios de relacién 1l1lineal de entalpfa 1libre,
representa el an&logo hidrof$bico de la constante ¢ de Hammett. No

s&lo los sustituyentes, sino también clertos aspectos estructurales,

tales como ramificaciones de la cadena, enlaces mUltiples, presencia
de anillos aromédticos, pueden expresarse en términos de n. Los
valores asi calculados se emplean como términos correctivos, que

tienen en cuenta su presencia.

Idealmente n posee propiedades aditivas, lo que

permite el cadlculo réapido de log P como

log P = log PMH + I n (3.6)
en base al gran numero de valores experimentales de n con que se
cuenta al presente [67,68,70,71].
A pesar de la utilidad del empleo de los valores de
n tabulados , que evitan la medida experimental del coeficiente de
particién , debe tenerse extremo cuidado en su aplicacién, ya que los
valores no sélo dependen del sustituyente sino también de las
interacciones electrénicas con el entorno, de modo tal que los valores
de 7 medidos para una serie hom®loga no pueden usarse para otra, a

menos que ambas se caracterizen por igualdad de estas interacciones.



Correccicnes adicionales , que tengan en cuenta interacciones
intramoleculares, son también necesarias [72,74] debido a 1la pérdida
de aditividad por
* proximidad de grupos fuertemente polarizantes o
cargados,
* enlaces H intramoleculares,
* interacciones estéricas intramoleculares,
efectos estéricos de grupos vecinales en aromaticos
(efecto orto),
¥ conformaci®dén y equilibrio conformacional dependiente
del solvente.

Los valores del pardmetro R y el derivado de ¢éste,

ARN, definidos en las ecuaciones (3.7) vy M(3.8), gue se determinan
fiAcilmente por cromatografia de particién en fase reversa, estan
teniendo creciente aplicacidén como parametros de hidrofobicidad
[75,76]

Ry = log ( %F— 15 = log P + log K (3.7)

valiendo la ultima igualdad para el coeficiente de particién en el
sistema usado en la cromatografia de particién, siendo K la constante
cromatografica del sistema.

En forma anédloga a la definicién de 7 (ec. 3.5)

AR, = R - R (3.8)

donde RMX y RMH

compuestos padre y los compuestos sustituidos. Igual que n ,ARH posee

representan respectivamente los valores de RM de 1los

"idealmente” propiedades aditivas

_ 3.9)
RM = RMH + ZARH (
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donde .todas 1las consideraciones hechas previamente sobre la
aplicabilidad de la ec. (3.6) valen para la (3.8) considerando a RM
como caso particular de log P vy ARH como caso particular de =n. Para
rangos de hidrofobicidad no demasiado amplios, existen relaciones
lineales entre RM y log P y ARM y n [75,77-79]7.

Una variable andloga a RM se obtiene por HPLC [80-82],

a partir de la medida de los tiempos o volumenes de retencin,

k™ = (tR - to)/t0 (3.10)

v, dada su analogia con la expresidn (1/RF - 1)

log k" = log P + log K (3.107)

En consecuencia, su medida dard directamente los coeficientes de
particidén octanol-agua , si1 se usa agua saturada con n-octanol como
fase estacionaria [81-83]. Ademas de una mayor precisién y exactitud ,

la medida del coeficiente de distribucién a distintos pHs permnite

determinar valores aparentes del pKa.

Rekker [84-86] introdujo la constante hidrofébica
fragmental f, definida por

n
log P = £ a.f. (3.11)

donde fi describe 1a contribuci®én del fragmento i a log P y el factor
a, indica la frecuencia de aparicién de ese fragmento en la molécula.

Los valores de f de varios fragmentos, actualmente tabulados [85,86],
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se determinan por un andlisis de regresién sobre un gran nYmero de
valores de log P [84-86]. Los fragmentos considerados son grupos
funcionales o fragmentos aun menores, hasta nivel atémico. Uno de 1los
principales aportes de Rekker es la observacién de que el H atdmico en
si mismo contribuye a la hidrofobicidad (fH = 0,1687), 1lo que
demuestra la inexactitud del calculo de 1log P como sumatoria de

valores de =

A pesar de la similitud conceptual , f y 7 son
definitivamente diferentes dado gque, por 1la distinta aproximaci®n
usada en su evaluacién, las reglas empiricas aplicadas para la

correccli®n de anomalias no pueden extenderse directamente de m a f.
El c&lculo de log P a través de la constante fragmental se corrige

como

n n n
log P = £ a.f. + £ anomalias = 2 a.f. + Z k ¢ (3.12)
L, 171 L ., 171 ._, n M
i=1 i=z1 i=1 i=1
donde cy es un factor constante ( Cy 0,28) conocido como "“constante
magica” de Rekker, sin interpretacién fisica asignada. kn (ndmero

clave) i1ndica el numero de veces que 1la constante magica debe
aplicarse para corregir una anomalia dada.

La ec. (3.12) permite determinar los valores de log P

casli para toda estructura compleja, subdividiéndola en fragmentos vy
tratando también las anomalias como fragmentos.

La determinacidén estadistica de £ 1implica 1la parcial
incorporacién de ciertos efectos de proximidad intramolecular ([87],
que se encuentran en realidad ausentes en moléculas alifaticas
pequefias. Este efecto , gue puede evitarse calculando los valores de f
de pequefios fragmentos a partir de la medida experimental de
coeficientes de particién de moléculass pequefias [88] , no se ha
tenido en cuenta por no presentar inconvenientes en los calculos

practicos (ec. 3.12).
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-a.2~- Parametros descriptores de la influencia

electrénica en la actividad bioldgica.

Dada la diversidad de efectos electrédnicos que influyen
en la definicién del valor de actividad bioldgica, tanto cantidades
experimentales, parametros quimico cuanticos como relaciones 1lineales
de entalpia 1libre, que emplean constantes electrédnicas de los
sustituyentes, se han usado para expresar X

Las relaciones lineales de entalpia libre se fundamentan
en la distinta variacién de entalpfa libre standard que acompafia una
reacci®n dada ( ec. 3.13) , cuando se modifica 1la estructura del
reactivo por sustitucidén, la cual se refleja en la variacién del
término de interacci®n que representa las interacciones entre la
porcidn estructural que contiene el sustituyente (R) y la que contiene

el centro reactivo ( Y, gque cambia a Y en el curso de la reaccién).

X.R - Y >» X.R - Y’ (3.13)

El término de interaccidén se asume factorizable sobre 1los mismos
principios de factorizabilidad de una Ffuncidn de onda en los
postulados quimico cuénticos o de una funcién de particidén en mecanica
estadistica. Esta suposicién restringe 1la aplicabilidad de esta
aproximacién a modificaciones estructurales no muy drasticas [61].

La expresién matemdtica de que " los cambios de entalpia
libre standard para un conjunto dado de sustituyentes de dos series
de reacciones ,sobre 1a misma porcién estructural base, estan

linealmente interrelacionados” tiene la forma
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log Kx - log KSt = log (KX / Kst) = (IY.—IY) (IXR-IstR) (3.14)

donde X es un sustituyente distinto del standard, KX y Kst’ las
constantes de equilibrio respectivas y los I 1los términos de
interaccién de las porciones reactivas y sustitulda de la estructura.

Considerando la disociacién de dcidos benzoicos meta y para

sustituidos . en agua, a 298,7° K,

H.,0
X -CgH,COOH ——* >X_ CgH,C00™ + H,0* (3.15)
P 298,7‘K » P
como serie standard, y X = H como el sustituyente standard [14,15],

la ec. 3.14 toma la forma

log (KX / KH) = (ICOO_ - ICOOH) (IX -IH) =1 (IX-O) = IX (3.16)

donde la dltima 1gualdad vale si se define

(ICOO_ - ICOOH) = 1 IH = 0 (3.17)
La variable IX’ caracteristica del sustituyente X, es la
constante ¢ de sustitucidén electrédnica, la cual, para reacciones
distintas de la disociacién de a&cido benzoico , sSe expresa por la

ecuacién de Hammett [89,90]:

log (KX / KH) = (IH,— IM) o = po (3.18)
donde p caracteriza 1la susceptibilidad de uuna reaccién con respecto a

la disociaci®én de 4cido benzoico. Dado que, por definicién, o = 1 para

esta reaccidén, que estd favorecida por la presencia de sustituyentes
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aceptores de electrones, un valor positivo (negativo) de p en la
ecuacidén 3.18 indica que la reaccién estd favorecida (inhibida) por
sustituyentes aceptores de electrones, siendo este efecto mayor cuanto
mayor es el valor absoluto de o ([14,15]. La constante ¢ (constante de
Hammett) da una medida de la capacidad aceptora de electrones de un
sustituyente con respecto a Hidrégeno. Es, por lo tanto, positiva para
aceptores y negativa. para donores.
La constante o es idealmente aditiva, de modo tal que |,

para casos de multisustitucidn

log KX = p o + cte (3.19)

El wvalor de ¢ depende ademds de 1la posicidn de
sustitucidn, dependencia de la que no se encuentra exento el valor de
©. Los wvalores de o para las distintas posiciones estan
estadisticamente correlacionados y se cuenta en la actualidad con
varias bases de datos, calculados sobre fundamentos mas empiricos o
més estadisticos, que tornan su empleo de utilidad para andlisis QSAR
[68,70,71,91].

La ecuacién de Hammett se ha usado para describir la
influencia de un sustituyente en varias propiedades fisicas (espectros
UV v IR, potencial polarografico de media onda, espectros HNMR,
potenciales de ionizacién , momentos dipolares y momentos dipolares
grupales), siendo este un enfoque muy importante vya que el rol de
estas propiedades en la 1interaccidén con el receptor es aun mas
importante que el de las reacciones quimicas mismas.

Varios requerimientos limitan su aplicabilidad

1) existencia de un sistema rigido,

ii) existencia de una reaccién o mecanismo de interac-
c1ion comun

iii) ausencia de interacciones entre el sustituyente

vy el centro de reaccién,



1v) los sustituyentes no deben mostrar un efecto de
solvatacién especial ni deben estar involucrados en la reaccién,

V) no debe haber interacciones resonantes entre
sustituyentes y centros de reaccidn,

vi) 1la importsncia relativa de los efectos
inductivo y mesomérico en la serie de reacciones debe ser constante,

vil) se requieren ademas tratsmientos particulares para
el caso de sustituyentes muy voluminosos o sustituyentes cargados.

S1 se tiene presente que el efecto electrdénico del
sustituyente comprende en realidad la suma de dos efectos : inductivo

(I) v mesomérico (o de resconancia, R)

log KX = pIOI + pROR + cte = pI( OI +[pR / pI]) OR + cte (3.20)

La ecuaci®n (3.20) es la expresidn matematica del
requisito vi) de aplicabilidad de la ecuacién de Hammett ( Pr / P <
cte ). El no cumplimiento de este requisito lleva a asignar, a cada
sustituyente, dos constantes electrénicas que den cuenta separadamente
de cada uno de los efectos. Surgen asi{ diversos mé€todos que 1llevan a
la definicién de ‘"escalas de o" [92-94]. En 1la intencidén de
corregir este efecto Swain y Lupton [85] definen la constante de campo
8 , que representa los efectos inductivos ( relacionada a OI) y la
constante de resonancia R, que representa los efectos de resonancia,
siendo apta la combinacién lineal de ambas para describir cualquier
escala de valores de o, variando adecuadamente 1los valores de 1los

factores de peso fi’ ry

o. = f. F+r. R (3.21)
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La ecuacién (3.21) tiene la ventaja de que los vectores ¥ y R son
mutuamente ortogonales, lo que permite 1la consiguiente separabilidad
matematica de ambos efectos. Dado que las escalas de R se fundamentan
en la aceptacién de que R = 0 para el grupo ﬁ(CHa), el empleo de ¥,
parametro extensamente tabulado, adquiere utilidad practica para la
evaluacién del efecto de sustitucién sobre grupos aminicos.
Otras factorizaciones consideran factores entrépicos

( og ) v entéalpicos (_OH ) para un tratamiento m&s riguroso de las

interacciones intermoleculares e intramoleculares [96,97].

El tratamiento de factorizacién en efectos inductivo vy
mesémerico condujo a la relacidén de Taft para compuestos alifaticos,
definiendo el parémetro 0* ( constante de sustitucién polar de Taft
[88]), de naturaleza puramente inductiva, a partir de consideraciones
semejantes a las de Hammett para 1la hidrélisis 4&cida de ésteres
alifédticos de 4acidos carbdénicos, reaccidn cuya velocidad no se
encuentra influenciada por efectos estéricos y de resonancia, y sdélo

est4d determinada por efectos inductivos.

Ciertas cantidades experimentales se emplean exitosamente
como parametros electrédnicos ( Tabla 3.1) cuando describen
propiedades electrénircas moleculares de importancia en relacién a la
actividad biolégica en investigacién. Un tinico pardmetro experimental
puede reemplazar una relacién multiparamétrica ma&s commpleja en
constantes electrénicas. Por otro lado, por caracterizar interacciones
bien definidas, permiten una ventajosa interpretacién fisicoquimica.
Como todo par&dmetro experimental presentan, sin embargo, la desventaja

de requerir su determinaci®n en una etapa previa a cualquier analisis.
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Tabla 3.1- Principales cuantificadores experimentales empleados como

parametros electrdénicos moleculares [15].

pKa = - log Ka Ka: constante de ionizacidn de grupos ionizsbles
ApKa: log KaX/KaH X: compuesto sustituido con sustituyente X

H: compuesto no sustituido

v, momento dipolar

s momentc dipolar grupal.

o polarizabilidad electr®nica.

PE polarizabilidad electrdénica grupal.

e corrimiento quimico ( espectroscopia NMR).
v frecuencia IR grupal.

Av corrimiento de v por introduccién de sustituyente.
HWP potencial de media onda polarografico.

I potencial de icnizacién.

k constante cinética de una reaccion.

K constante de equilibrio de una reaccién.

La naturaleza de la informacién accesible a través de la
aplicacién de m®todos quimico cudnticos al cAdlculo de parametros
electrénicos depende de las aproximaciones que involucra el m€¢todo
empleado.

Consideraciones semejantes a las que implica el calculo
de parédmetros estructurales codificados por posicién permiten el
andlisis por el método de Hickel (HMO)[99-102] de una familia de
congéneres. Sin embargo, el fundamento gquimico cuéntico, en base a la
teoria de Orbitales Moleculares (MO), que fundamenta las
simplificaciones introducidas en el tratamiento del esqueleto
molecular permite asociar los valores numéricos derivados de su
aplicacién a cuantificadores fisicoquimicos, permitiendo asi
interpretaciones orientadas al postulado de mecanismos de reaccién o

posible localizacién de centros reactivos.
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El aumento de complejidad del método de cdlculo empleado
favorece, dentro de ciertos margenes,la exactitud del wvalor del
parametro calculado, pero no permite , en general, el calculo de
nuevos parametros. Logra <si relajar 1las condiciones 1impuestas al
esqueleto molecular (separabilidad o-m, interaccién relegada a Atomos
adyacentes) en relacién a su aplicabilidad [100,101].

Este relajamiento de las condiciones de aplicabilidad se
encuentra acotado para el tema que nos ocupa. Los métodos ab-initio,
de mayor exactitud, se encuentran aun relegados al tratamiento de
sistemas sencilleos (estructuras moleculares constituidas por pocos
Atomos de bajo numero atdémico). La estructura compleja de 1las
moléculas biolégicamente activas restringe el campo de 1la aplicacidén
de 1la gquimica cuantica al empleo de métodos semiempiricos,
principalmente Hickel Extendido (Extended Hutckel Method, EHM) [100,
103-106] o CNDO (Complete Heglect of Diffeential Overlap) ([107-111].
Dado que el carédcter empirico estd sélo asociado a la definicidn
original de los términos monoelectrdénicos de los Hamiltonianos de
dtomos individuales (potenciales de ionizaci®n atdémicos), no afecta 1la
evaluacién del comportamiento de una familia de congéneres.

Los resultados obtenidos son fuertemente dependientes de
los estados conformacionales de la molécula. Si bien 1la conformacidn
que caracterice la molécula "en interaccidén”™ no serda la de minima
energia y serad ademéds dependiente del sitio de 1interaccidn y por
consiguiente de la actividad analizada, 1la correlacién de una
actividad bioclégica exige la comparacidén de parametros determinados en
igualdad de condiciones. Esta igualdad de condiciones se define, para
la droga aislada (in vitro), por el estado conformacional de minima
energia. Dado que los mé¢todos semiempiricos no resultan practicos para
caracterizar este estado, se complementan en la actualidad con métodos
de mecénica molecular (MM2) [112]1. Luego de su empleo para la
determinacién de 1la conformacién de minima energia, se calculan

semiempiricamente los parametros electrénicos de disefio.
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Una ventaja incuestionable de esta metodologia reside en
la determinacidén no experimental de pardmetros de la misma fuerza, que
reinen las mismas ventajas que los experimentales, de clara
interpretacidén fisicoquimica orientada a la comprensién de mecanismos
de reaccidn y localizacidén de centros reactivos.

Sin detenernos en el tratamiento detallado de las
interacciones electrénicas en el marco de los principios de 1la
mecanica de Hamiltén (113] o de Heissemberg [114], merece si
destacarse la convergencla de los resultados derivados de vias de
andlisis tan disimiles ya desde sus postulados basicos, a la
interpretacién de los mecanismos (interacciones) determinantes de 1la
actividad de la estructura molecular. Esta convergencia se pone, sin
duda, de manifiesto en la posibilidad de calcular cué&nticamente varios
descriptores electrénicos experimentales de la tabla 3.1, tales como wu
o I, entre otros.

Varios parédmetros pueden calcularse rapidamente por
aplicacién de HHMO. Sin embargo, nos interesa presentar ahora los de
mayor utilidad, derivados de célculos semiempiricos mds precisos, en
relacién a la informacién que proveen:

-Entre las energlias asociadas a
cada uno de los orbitales moleculares revisten particular interes las
correspondientes al orbital ocupado de mayor energia (Highest Occupied
Molecular Orbital- HOMO) y el desocupado de menor energia (Lowest
Unoccupied Molecular Orbital- LUMO), EHOMO v ELUMO’

La dependencia directa de la actividad biolégica con una de estas

respectivamente.

energias o con su diferencia (AEHL) conduce a no descartar un
mecanismo de exitacidén electrénica con probable transferencia de carga
en su interaccién con el sitio activo. La correlacidén de la actividad
con EHOMO indica una interaccién donora droga-sitio activo, siendo
esta interaccidén aceptora cuando ELUMO es la variable 1independiente.
Si la interaccidén estd gobernada por el valor de AEHL una activacioén
de la droga por exitacién electrénica es una etapa imprescindible para

una interaccidén efectiva.
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- Resulta también importante, para
el an4dlisis de las interacciones droga - receptor el conocimiento de
la distribucién electr®dnica en la molécula droga, vale decir, el
conocimiento de las densidades locales de carga sobre cada uno de 1los
centros atémicos. La dependencia de la actividad con 1la densidad de
carga sobre un determinado centro indica la importancia de éste como
posible sitio activo en el proceso de interaccién droga-receptor. Por
otro lado, el conocimiento del sentido de variacién de 1la actividad
con la densidad de carga sobre este centro permite el disefio racional
de las modificaciones estructurales mads adecuadas para modificar 1la
actividad en 1la forma deseada, en base al conocimiento de las
caracteristicas donoras o aceptoras de cada grupo funcional

(sustituyente estructural).

-a.3- Parimetros descriptores del efecto estérico

en relacién a la actividad biolégica.

Los efectos estéricos mas relevantes en el marco de la
aproximacién extratermodin4damica se deben a [63,115]

i) influencias estéricas intramoleculares de 1los
sustituyentes en las propiedades moleculares,

1i) influencia especifica en la unién al receptor debida
al volumen y arreglo espacial de los sustituyentes,

iii) diferencia entre isdémeros “pticos o esterecisdmeros,

iv) influencias conformacionales,

V) casos particulares en los que una configuracién

estérica particular resulta esencial para la actividad biolégica.
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1) Interacciones estéricas intramoleculares ocurren en
moléculas flexibles, como compuestos alifaticos y en compuestos
aromaticos o-sustitufdos. En consecuencia, Taft [118] defini® una
constante estérica del sustituyente ES para compuestos alifaticos vy
otra Eg para aromdticos o-sustituidos, en base a 1las constantes de
velocidad de la hidrdlisis acida de ésteres X-sustituidos (kx) y

ésteres metil-sustituidos (ko)

ES = (log kx/ ko)a,XCOOR (3.22)
o _
BEg = (log k. / kDo« ¢ H.COOR (3.23)
orto 6 4

cuyos valores tabulados permiten el calculo del efecto estérico segun:

fs(xs) - B ES+ cte (3.24)
o) B 0
fS(xS) - 8 ES + cte (3.295)
ES es menor cuanto mas voluminoso es el sustituyente , de

modo tal que una dada reaccidén se encuentra inhibida por sustituyentes
voluminosos para valores positivos de €.

Para sustituyentes simétricos ES se correlaciona
linealmente con el radio de van der Waals [117), relacidén que ha sido
usada para su determinacid¢n.

Existen tambi#n expresiones que derivan de modificaciones
del parédmetro estérico de Taft, basadas en la consideracién del numero
de 4tomos de Hidrégeno y Carbono wunidos al grupo que soporta el

sustituyente [16].
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11) Cuando 1las intersacciones intermoleculsres entre
sustituyente v receptor son importantes, el radio de van der Waals de
los sustituventes resulta un parametro 1importante vy facilmente
derivable de los valores tabulados de Es [(117-119].

La refractividad molar también caracteriza este efecto a

través de su vinculacidén con el volumen molar V

2

n - 1

MR = —5—— V = 4/3 n NLa (3.26)
n"+ 7

donde : n es #]1 indice de refraccidn, NL el ndmero de Avogedro y o la
polarizabilidad.

La segunda i1gualdad demuestra que MR no es un parametro
puramente estérico sino gue tiene tambié#n un componente electrénico.
Mas aun, en varias series hom®logas de compuestos hidrofdbicos, de
propiedades electrdnicas constantes y similar geometria basica, se ha
encontrado una correlacidn de MR con la hidrofobicidad.

A pesar de las dificultades derivadas de esta
convergencia de mutuas contribuciones, la facilidad que caracteriza su

cAlculo aditivo Jjustifica su difundido empleo.

El indice de conectividad molecular, introducido por Kier
al QSAR [120-122], que se calcula facilmente a partir del conocimiento
de la férmula estructural bidimensional, se clasifica, en algunas
oportunidades, como un parametro estérico, si bien, por el
procedimiento empleado para su calculo y por la dificultad inherente a
su interpretacién fisica puede también considerarse un parametro
estructural(15]. De acuerdo a esta clasificacién se remite para su

descripcidén a la seccidn b.2.


sustituyent.es

En base al conocimiento ineludible de 1a estructura
tridimensional de los sustituyentes, se han desarrollado varios
pardmetros (STERIMOL de Verloop) ([63 a,b] en 1los cuales cada
sustituyente se caracteriza por 5 valores gque cuantifican su longitud

v sus anchos, maximo y minimo, en direcciones perpendiculares.

Dtros parametros estéricos analizan 1a influencia del
volumen molecular en el sclapamiento con el "“sitio receptor” [115].
Estas sproximaciones no revisten importancia préactica cuando no
exlisten, como en el caso que nos ocupa, modelos de farmacodforo para la

actividad investigada.

Teniendo en cuenta que cada uno de 1los distintos
sustitutyentes modifica 1la canformacidn de la molécula, las
"modificaciones estéricas” no son facilmente parametrizables, por
medio de cuantificadonres, si se tiene en cuenta este efecto. A pesar
de l1la 1mportancia que reviste la consideracién de la conformacidén en
un correcto andlisis QSAR, no existe una parametrizacién en tablasde
los datos derivados de estudios conformacionales. Esto se tuvo
prresente al emplear parametros estéricos (MR) para la eleccion de los
elementos constitutivos de la familia de congéneres. La discusion de
la influencia de 1a conformaci®n se presentard en relacidén a la

optimizacién racional de la estructura lider (Capitulo VI).

iii) Los mismns parametros estéricos introducidos por
Verloop pueden emp learse para describir las sustituciones
estereoisoméricas.

Cuando s®lo uno de los isdmeros es responsable de la
actividad, resultan mds prédcticas las codificaciones numéricas
(indicadores variables que toman el valor ! para una forma y 0 para la

otra ).
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iv) La aproximacién extratermodindmica no es 1la mas
adecuada para abordar problemas conformacionales. La aplicacién de
paridmetros estéricos a barreras de energia entre confédrmeros es quizas
la Ytnica posibilidad de tratamiento de problemas conformacionales en

el marco de esta aproximacién.

v) Se encuentran, por eJjemplo, casos particulares de
dependencia de 1la actividad con el parametro de Taft, en forma directa
para los derivados o- y p- sustituidos e inversa para el derivado m-
sustituido [15].

7
b - Parametros estructurales.

El célculo de estos parametros se fundamenta en 1la
fragmentacidn de la estructura molecular bidimensionalmente
simplificada, asignando un codificador que cuantifica la aparicién de
cada uno de estos fragmentoz, sobre 1la base de una contribucidn

aditiva a la actividad bioldégica total [15].

- b.1 - Parametros estructurales propiamente dichos.
Un parédmetro estructural, tal como el indice de
Free-Wilson [123-125] codifica, mediante un cero o un uno, 1la

aparicién o no de un sustituyente dado en una posicién especifica de
un determinado compuesto. Tiene 1la ventaja, sobre el método
extratermodindmico,de no necesitar valores de parametros moleculares
para caracterizar los sustituyentes, ya que emplea una codificacién

binaria.
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La codificaci®n simultidnea de tipo de sustituvente vy
posicidén de sustitucién genera una matriz, cuya resolucién posterior
permite la evaluaci¢n de 1a importancia de 1la existencia Jde 1las
distintas porciones en relacién a la actividad investigada , e incluso
la prediccién de 1las sustituciones mAas adecuadas para lograr el
sentido buscado de variaci®n de la actividad

Para que el tratamiento matricial sea estadisticamente
significativo, tanto las caracteristicas del sustituyente como 1las
posiciones de sustitucién tienen que varliar en grado suficiente. En
una serie de congéneres generada por la introduccién de modificaciones
en pocas posiciones de sustitucién resulta méds adecuado el empleo de
la aproximacién extratermodinédmica.

Se ha demostrado que 1los coeficientes matriciales de
Free-Wilson, que indican la contribucién a la actividad de cada
sustituyente en cada posicién de sustituci®dn, son combinaciones
pesadas de los paréametros moleculares de Hansh, siendo la relacién atn
mads directa cuando se trabaja con la aproximacién de Fuyita-Ban [126].
En consecuencia, ambos an4lisis son complementarios y resultaran uno u
otro mads adecuado segun el caso particular, pero no puede considerarse
que el método de Free-Wilson aporte informacién adicional a la

derivada de 1ls aproximacién extratermodinéamica.

- b.2 - Parametros subestructurales.

En otros tratamientos la codificacién, dejando de ser
binaria, se limita a aspectos subestructurales, como ausencia o
presencia de determinados 4tomos, subestructuras o tipos de unién.

Describe la molécula como totalmente particionada en subestucturas sin

considerar la existencia de una porcién estructural (esqueleto
molecular) comin, dado que, de hecho, esta aproximacién ha surgido
como un tratamiento nececario cuando las modificaciones son tan

variadas que no permiten la definicién de tal porcién estructural.
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Por su forma de cdlculo, que puede tener en cuenta o no
la ubicacién relativa de los fragmentos en 1lsa molécula, se diferencian
(127,128]:

-h.2.1- Descriptores no codificados por posicidn , que

incluyen:

% Descriptores de Atomos y enlaces.
Codifican 4tomos (cudntos y de qué tipo, excepto

Hidrdgeno) y tipo de enlace [128].

* Descriptores subestructurales.

Codifican la ausencila 0 presencia de porciones
estructurales explicitamente definidas como ensambles de Atomos o
grupos funcionales, tomando un valor igual al numero de veces que
aparecen en la molécula. Requiere la selecci®n previa de la porcidn
molecular que se definirda como subestructura, para 1lo cual se
recomienda un criterio basado en el tipo de modificaciones a

introducir.

¥ Descriptores de entorno.

Describen el entorno incluyendo el primer y segundo
vecinos mas proximos a la subestructura considerada, resultando ast
complementarios de 1los descriptores subestructurales. Un unico
paradmetro puede emplearse, en distintas aproximaciones, para reflejar

el 4tomo y tipo de enlace:
- Descriptores de los enlaces inmediatos (bond

environment descriptor-BED), que. se construyen sumando 1los enlaces,

distintos de Hidrégeno, para primeros y segundos vecinos.

- Descriptores pesados (weighted environment
descriptor- WED), construye la misma suma asociando adem&s un nudmero a

cada tipo de enlace.
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- Descriptores aumentados (augmented
environment descriptor -AED), asocia univocamente un ntUmero a cads
tipo de Atomo, de modo tal que una posicién dada contribuye con un

nimero calculado como el producto (Atomo x enlace).

* Descriptores de camino.

Describen la distancia entre ciertos centros, por ejemplo

heterodtomos, en la molé¢culsa.

X Descriptores de conectividad.

Quizas la forma maés util de describir 1la molécula en
términos de estas subestructuras es la introducida por Kier y Hall
[120-122], en base al estudio de topologfa angular de Randic
[130],que describe el tipo de uniones que existen en la molécula,
quedando los 4tomos definidos por ser terminales de cada unién.

A pesar de originarse en conceptos tan abstractos como
una codificacién numérica, se llega a una descripcién detallada de 1la
estructura molecular. MAds aun, su anadlisis ha demostrado que esta
vinculada a propiedades quimicas fundamentales a un punto tal que,
segun se vié previamente {(seccidén 3.a8.3) se lo clasifica también como
un parametro estérico. Esta relacién se entiende a partir de la
definicién del indice de conectividad de valencia x  en términos de
los valores de la conectividad atémica 6 [120-121]. La cuantificacidn
de las uniones que definen el esqueleto molecular asigna un valor
cardinal &Y a cada a4tomo, que es igual al numero de electrones de
valencia , no 1involucrados en enlaces o¢- hidrogénicos, que éste
aporta. Estos electrones pueden esta involucrados en enlaces ¢, m, o

ser no enlazantes.
&, = &, + ., + n. = o + ni+ n.- hi (3.27)

donde éi es el numero de electrones del Atomo 1 que participan en

enlaces oi no hidrogénicos y o ni, n. vy hi son el numero de
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electrones aportados por el atomo i1 a enlaces ¢ , n, electrones no
enlazados y enlazados a Hidrégeno respectivamente.

En su caraicter de descriptores orbitales, los valores de
S describen el espacio que éstos ocupan. Dado que la definicién del
ndmero de electrones involucra el estado de valencia del Atomo, y por
éste la ocupacidén orbital, su definicién 1lleva implicita una
definicién de volumen, y al sumar las contribuciones de 1los enlaces
presentes en la molécula, cuantifican el volumen molecular.

Por otro lado, los parametros 6? y 61 son de neto
caradcter electrénico y la existencia de una correlacién resulta, por
lo tanto, obvia.

Dado que dos 4tomos contribuyen a cada unién y ésta se
-1/2 (indice de enlace) [121], 1la

suma sobre los enlaces define el {ndice de conectividad molecular

describe por el producto (6? 6;)

o= x (&Y sy /2

i %5 (3.28)

La ecuaci®én (3.28) indica las caracteristicas netamente
matriciales del cAlculo de este pardmetro. Debe tenerse presente que,
a pesar de que se le ha querido asignar contenido fisicoquimico en la
busqueda de wuna 1interpretacidén de 1las correlaciones encontradas
empiricamente, estos indices, descriptores de conexiones moleculares,
no representan propledades fisicas. Por el contrario, son nimeros
adimensionales, computados a partir de asignaciones no empiricas de

adyacencia atdmica.

-b.2.2- Descriptores codificados por posicidn, que
codifican simultédneamente sustituyente y posicién de sustitucién. Esta
codificacién simultédnea de ambos parémetos 1lleva a asociar estos
descriptores con los derivados del método Free -Wilson. Sin embargo,
éstos se refieren exclusivamente al analisis de 1la estructura
totalmente particionada, por no poder definirse una porcién

estructural comun a la serie.
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El método, originalmente desarrollado por Cammarata
(124], se fundamenta en el disefo de una supermolécula por
superposicién de todas las estructuras. La posterior superposicién de
cada una de las moléculas de la serie con esta supermolécula genera
una codificacién binaria asignando, en cada posicién un valor 0 & 1

segun exista o no coincidencia del fragmento estructural.

¢ - Descriptores geométricos.

Son los mas cercanos a la realidad tridimensional de 1la
interaccidén droga- receptor. Describen la estructura molecular en su
totalidad con una exactitud directamente dependiente del método de
determinacidén [183]. Asi, el volumen molecular, que puede inicialmente
aproximarse sustituyendo los indices de una matriz de conexién por las
longitudes de enlace, se «calcula con mayor exactitud por métodos

guimico-cuénticos o puede incluso determinarse experimentalmente.

Estos tres tipos de parametros, presentados ahora para el
disefio del conjunto inicial (generacién del lider), se emplean también
en el posterior estudio racional en la etapa de optimizacién de la
estructura generada. Sin embargo, cada uno de los pardmetros elegidos

involucra en su tratamiento distintas aproximaciones. Correlaciones

estructura-actividad, con fundamento en la aproximacién
extratermodindmica de Hansch, permiten cuantificar 1los primeros
parametros presentados, mientras que la racionalizacién de los

parametros estructurales se fundamenta basicamente en andlisis
matriciales. Los parémetros geométricos son dables de ser analizados
por cualquiera de las dos aproximaciones. Esta clasificacién de la

metodologia de evaluacién no es, sin embargo, excluyente, como tampoco
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es totalmente rigida 1la clasificacién presentada, segun quedds
manifestado en la posible clasificacién de xv como parametro estérico
o como indice topolégico subestructural.
Razonamientos meramente 1l6gicos llevan a otra

clasificacién de los mismos parametros, agrupindolos en

-agquellos que
consideran la molécyla como una unidad (paridmetros geométricos,
cuanticos, conformacionales),

-aquellos que
la consideran como sumatoria de propiedades de fragmentos minimos,
mutuamente independientes, sobre la base de un principio de aditividad

(parametros extratermodindmicos, estructurales).

La clasificacién presentada no es, por lo tanto, Unica vy
puede considerarse, en cierto aspecto, fundamentada en el respeto a
quienes desarrollaron los razonamientos bAsicos que apuntalaron la

ciencia implicita en el Disefio Racional de F&rmacos.

3.2- DESCRIPTORES MOLECULARES APLICADOS AL DISENO RACIONAL
DEL SUBSISTEMA.

Nos ubicamos ahora en la primera etapa de empleo de estos
cuantificadores estructurales para el disefioc de la composicién quimica
de los elementos del conjunto inicial.

La seleccidén de 1los parametros debe centrarse en el
andlisis de la viabilidad de su empleo para la correcta descripcidén de
las similitudes o diferencias de los derivados , “elementos del
subsistema”, cuantificados a través de 1la distancia en el espacio
biparamético. La estructura elegida como prototipo activo ( Figs. 2.4,
2.5 , pag. 21) presenta dos .sitios de sustitucién de particular

interés:
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* Sustitucidn sobre el Nitrégeno aminico.

X Sustitucién sobre el ndcleo aromadtico, limitadndonos al
estudio de derivados p-sutituidos a fin de cuantificar el efecto
electrénico sin necesidad de considerar separadamente contribuciones
inductivas y mesoméricas, evitando al mismo tiempo efectos espurios

presentes en los casos de o-sustitucién (efecto orto).

Aunque, tradicionalmente, parédmetros hidrofébicos y
electrdénicos definen las coordenadas del espacioc de paradmetros, 1la
existencia de dos posiciones de sustitucién, una alifatica y otra
aromatica, genera una subdivisién a8l no poder definir un UYnico
parametro electrénico comun a todos 1los elementos del conjunto
(seccién 3.1-a.2., pag.34).

Para tener 1la certeza de una correcta eleccidén del
subconjunto-familia de congéneres, se prefiri¢ trabajar con los dos
subgrupos en forma independiente , a fin de poder comparar, en un
unico diagrama, las propiedades predecibles de todos los derivados, en
una etapa previa a su sintesis. La tabla 3.2 contiene los valores de
los descriptores moleculares correspondientes a la serie de derivados
de la Bencidrilamina, generada por sustitucién sobre 1los sitios

indicados.
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R’

MR

n*‘

. 3 .
R
sustituciones aromaticas
882 NH2 H H 0,103 0.000 @ -—--- 0,000
BB13 NH2 NO2 H 0,736 -0,280 ----- +0,780
BBS NH2 Me H 0,565 +0,560  ----- -0,170
BB10 NH2 OMe H 0,787 -0,020 ----- -0,270
AB18 NHMe Me H 0,585 +0,560 -=--- -0,170
ABZB NMe Cl Cl 0,603 +0,710 ----- +0,230
sustituciones sobre el Nitrégeno aminico

BB2 NH2 H H 0,437 -1,540 +0,020 = -----
ABlo NHHMe H H 0,911 -1,380 -0,1170 = -----
AB16 NHMe Me H 0,911 -1,380 -0,116 @ -----
AB4 NMe2 H H 1,414 -0,640 +0,100 = -----
AB.7 NEt2 H H 2,344 +0, 160 +0,010 = -----
ABZB NHe Cl Cl 0,911 -1,380 -0,110 = -----

Tabla 3.2.- Descriptores moleculares para la serie de derivados de la

Bencidrilamina (familia de congéneres)

(wcalcvlados de acuerdo al criterio de MHansch y/.eo [c8]
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Dos requerimientos basicos deben tenerse presentes en 1la
eleccidn de los parémetros de disefio:

¥ Que cuantifiquen correctamente
las disimilitudes estructurales : un paridmetro estérico no es &ptimo
para describir una familia cuyos elementos hayan sido generados por
sustitucién sobre distintos centros (&tomos), vya que un mismo
sustituyente puede afectar de distinta manera el entorno de acuerdo a
la posicién de sustitucidn. En consecuencia, dado que las posiciones
de sustitucidén involucran sitios alifdticos y aromdticos, lo cual
dificulta también el empleo de descriptores electrénicos, se usa un
parametro estérico (MR) analizando en forma independiente ambas
posiciones de sustitucidn.

% No elegir dos parametros
mutuamente correlacionados, lo que se manifiesta en una colinealidad
en su representacién grafica. Este andlisis de colinealidades resulta
también de interés en relacién al empleo de ciertos parametros cuya
magnitud estia definida por méas de un efecto. Se conoce, por ejemplo,
que MR estid definida por una contribucién estérica, a través del
volumen molar, y una electrénica por depender de 1la polarizabilidad
(ecuacidn 3.28). La mayor importancia de uno u otro efecto no es comun
a cualquier familia de compuestos. Las figuras 3.1 , 3.2 , indican que
MR es un descriptor estérico para el subconjunto aqui analizado, por

no correlacionarse con los descriptores electrénicos.
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N

Figura 3.1 .MR vs 8. Derivados obtenidos por sustitucidn

sobre el N-aminico.
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Figura 3.2. MR vs o¢. Derivados obtenidos por sustitucidn

sobre el nucleo-aromatico

Se han discutido previamente las distintas acepciones del

) .. v .
tndice de conectividad molecular x , 4que lo vinculan tanto a
descriptores electrénicos, estéricos e hidrofébicos. La representacién

de xv vs MR (Figura 3.3 ) demuestra que , dada su colinealidad, el
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R . v
andlisis de x no aportsrd datos adicionales a 1los derivados del
anadlisis de 1s variacidén de MR para esta familia de derivados de 1la

Bencidrilamina.

2.8+ 1
MR 247 n +
2.0+ - +
1.6+ 13

ol
1.2+ T

0.8+ ‘ il

0.0 | } | } }
4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 7.5
e YV
Figura 3.3 Ubicacién de los derivados en el espacio de
pardmetros definido por xv y MR.
El gréfico MR vs. n permitid seleccionar las

modificaciones a introducir, sobre el ntcleo aromatico (Fig.3.4).

58



MR 0.8+ | 4

0.4+ 4
I

0.0
—0.4 -

a4
—
O
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0.5 0.&

Figura 3.4 MR vs wn. Derivados obtenidos por sustitucidn

sobre el nucleo aromatico.

La figura 3.5 pone de manifiesto que los mismos parametros
no pueden usarse para la eleccién de derivados obtenidos por
sustitucidén sobre el Nitrégeno aminico por no cumplir los requisitos

de no-colinealidad.
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0.0 i + f i f
—2.0 —1.6 —1.2 —0.8 —0.4 0.0 0.4
T
Figura 3.5.- MR vs n. Derivados obtenidos por sustitucidn
sobre el Nitrégeno aminico.
En consecuencia. s®lo se tuvo en cuenta, para este

subconjunto, el comportamiento de pardmetros electrénicos (8) e

hidrofébicos (m).



FEl andlisis presentado demuestra que la eleccidén de 1los
elementos del subsistema (miembros de la familia de congéneres) se ha
basado en la maximizacién de las diferencias de 1las propiedades
hidrofdbicas, electrdnicas y estéricas, con simultidnea minimizacidn de
las 'colinealidades.

Los parametros estructurales no se emplean en esta
primera etapa por no ser descriptores directos de alguna propiedad
fisicoquimica y, por consiguiente, no directamente asociables a 1la
potencial determinac@én de la actividad biolégica. Por otro 1lado, la
determinacién de los coeficientes matriciales de Free-Wilson requieren
el conocimiento de la actividad. S&lo podrfan usarse en 1la etapa de
seleccidén inicial en dquellos casos en que se disponga de gran numero
de derivados y 1la actividad biolégica elegida sea facilmente
determinable. En el caso posible de disponer de éstos no resultan, sin
embargo, siempre aptos, debido a su demostrada correlacién con los
parametos extraterwmodindmicos de Hansch [15]. Un andlisis previo de
las posibles correlaciones es imprescindible para su uso.

Distintos pardmetos subestructurales caracterizan también
las distintas estructuras, las que estardn posiblemente ascociadas a
distinta actividad. Dos de estos parédmeltros no pueden emplearse para
definir un espacic bidimensional por estar asociados a la misma
propiedad (BED, AED) ni pueden combinarse con parédmetros
extratermodindmicos por estar siempre la estructura electronica
correlacionada con las caracteristicas fisicoquimicas de un compuesto

dado. La carscterizaci®én de los elementos del conjunto por distintos

pardmetros subestructurales servird solamente para avalar las
conclusiones derivadas de la comparacioén de parametros
extratermodindmicos. Por no ser directamente asociables a uns.

propiedad fisicoguimica particular no tienen la misma fuerza en esta

etapa de seleccidn.
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< GARITULO 4 -

- Familia de congeneres -

Su obtencion



De acuerdo a la metodologia de seleccidén racional detallada en

el Capitulo anterior, se seleccionaron los compuestos cuya estructura

quimica se describe graficamente en la Figura 4.1.
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Figura 4.1- Derivados de la Bencidrilamina. Elementos

constitutivos de la familia de congéneres.
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Tres etapas fundamentales pueden distinguirse en el proceso de
Generacitdvn del Lider ‘

¥ la seleccidén de los elementos de la familia
de congéneres en base a las propiedades fisicoquimicas y estructurales
(Capitulo I11), '

* su obtencidn experimental por 1los caminos
de sintesis mas adecuados (incluyendo en esta etapa la caracterizaciéh
¢ identificacién del compuesto sintetizado) (Capitulo 1IV),

% la determinacién de la actividad biloldgica
(Capitulo V), que confirmar4a, o no, los resultados previstos del

disefio racional.

Se dedica este Capftulo a la descripci¢n de los procedimientos
experimentales involucrados en la obtencidn, caracterizacién e
identificacion de 1los derivados previamente seleccionados colmo

elementos de la familia de congéneres.
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4.1 - CONSIDERACIONES GENERALES-

La obtencién del conjunto de derivados involucra
modificacidén de las porciones estructurales hidrocarbonadas unidas al
N- aminico y/0 p-sustituci®dn en uno o los dos nudcleos aromaticos.

La reaccidén de Leuckart resulta particularmente apropiada
para la sintesis de aminas primarias o secundarias y ha sido usada,
adaptada de acuerdo a los requerimientos de cada caso, cuando las
caracteristicas del producto final asf 1lo permitieran. Para las
disustituciones sobre el N se consideré mas adecuado el emplec de
reacciones de N-algquilacidén ( tabla 4.1)

El analisis de la Tabla 4.1 indica gque 3 reacciones
generales son suficientes para la descripcidon de los metodos de
sintesis empleados. Siendo la reaccidén de Leuckart (m&todo A) la de
uso mas frecuente en esta etapa de sintesis, cuya aplicacién para la
obtencién de algunos de los derivados no esta descripta previamente en
la literatura, y mereciendo por 1lo tanto cowentario detallado las
modificaciones introducidas, se presentan brevemente los lineamientos
gencrales de esta reaccidén, 1indicando luego las condiciones Y

carscteristicas definitorias de cada caso particular.
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H-C— ,
Kf,,l R R Método pf(solvente de pf
‘q‘;zJ cristalizacidn) bibliografico
. b, 4
BB, NH, NO, H A HC1.248-50°C(MeOH- S
Et.0)
2
BE,, NH, H H A HCl.293—95°C(H20) 290°C [131]
BB, NH, Me H A HC1.256-58°C(MeOH) 260°C [132]
BB, NH, OMe H A HC1.182-82°C(HeOH) 173-6°C [133]
*
8B, NHMe H H A HC1.243-44°C(MeOH) 237-8°C [134]
X
AB . HHMe Me H A HC1.203-08°C(EtOH) 199-201°C [125]
AB, NMe., H H B HC1.246.5-7,59C(EtOH) 244-45°C [136]
68,5-70"C(Et,0) 68,5-70°C. (137]
picr.198~2010C(C13CH) 196-89¢C [138]
AB. NEt, H H C HC1.196,5-98°C(MeOH)  -----
57-53°C(MeCH) 58-59°C [139]
AB,, NMe Cl Cl A* HC1 . 229-32°C(MeOH-  =-----
Et,0)
Tabla 4.1.- Lineamientos definitorios de la etapa de obtencién de los

elementos de la

Leuckart, B

C: Alguilacion de amina.

(%) Tecnica no

compuesto.

kKeaccion

descripta en la

familia de congéneres.

A

Reaccidn de

de Escheiwler Clarke,

literatura

para este



En cada caso se prepararon los clorhidratos de las aminas
respectivas por ser ésta la forma adecuada de administracién para el
ensayo de su actividad biolédgica.

Se emplearon solventes de origen comercial calidad pro-
anadalisis tanto en las etapas de cristalizacidén, extraccién o etapas
intermedias de sintesis, donde pueden cumplir un rol de medio de
reaccion o reactivo. bDe acuerdo al grado de pureza se sometieron, en
algurios casos, a purificaciones especiales previas.

Los puntos de fusidén (no corregidos) de los derivados se
determinaron, en capilar cerrado, en aparato Electrothermal.

La homogeneidad de 1los productos se determind por
cromatografia en capa delgada (Thin Layer Chromatography-TLC)
empleando cromatofolios comerciales de silica-gel o alimina con
indicador de fluorescencia a longitud de onda 254 nm, de espesor U,Y
mm, v placas de vidrio de silicagel HF254 (Merck). de espesor 0,25 mm,
preparadas con un aparato Desaga, usando para el rev=lado luz UV 254 v
366 nm y 12 como métodos de visualizacidén no destructiva. En relacion
a los métodos de visualizacion destructivos deben menclonarsgse el
revelado por mezela sulfomolibdica o fostomolibdica.

Los espectros IR se registraron en un espectrofotdmetro
Perkin Elmer 457 (Catedra de Quimica Inorganica - UNLP), preparandco
pastillas de BrKk.

Se dispuso de equipos Varian FT-80 L (Facultad de
Farmacia y Biogquimica- UBA) para la dgterminacion de los espectros de
Resonancia Magnética Nuclear de 13C giSC
deuterometanol (MeOD) y dimeti]sulféxido—db (DMS—dS) referenciados a

RMN) . Se emplearon

tetrametilsilano, como standards 1internos.

Los criterios empleados en cuanto a la 1identificacion o

caracterizacién de las sustancias se indican en cada caso.
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4.2.~ LINEAMIENTOS GENERALES DE LA REACCION DE LEUCKART -

La reaccidén de acido férmico o sus derivados (sales,
formamidas) con amonisaco, aminas o derivados, y compuestos
carbonilicos, resulta en la alquilacidén reductiva de la amina, con el
ingreso de un grupo alquilico proveniente del compuesto carbontlico
[140]. Esta reacci®n, conocida como reaccidn de Leuckart, inicialmente
nsada para la sintesis de aminas primariss por calentamiento de
cetonas con formamida o formiato de amonio [141]1, fue adaptada luego
[142-144] a 1a obtencidn de aminas secundarias a partir de
alquilformamidas. Actualmente, la selecci®n adecuada de los reactivas
permite la preparacio®n de aminas primarias, secundarias o terciarias
[140,145,146], =i bien se requieren, en el dltimo caso, condiciones
mas extremas [147,148) o presencia de catalizadores <(clorura de
amcnio, sulfato de amonio) [140,1487].

Aunque su conocimiento data de 1885, el empleo de este
metodo, indiscutiblemente mas simple en su procedimiento
(requerimientos experimentales) que las técnicas de hidrogenacidn
catalitica, reducci®n con hidruros. metales o electroreduccicon [143].
no =~ extendi® a escala preparativa hasta que Ingersoll [150], en
1938, mejord el rendimiento de la reaccidén trabajando en exceso de
dc0idn férmico o su derivado correspondiente.

El mecanismo, aunque algo discutido [151] en relacion a
las causas que originan la respuesta al catalizador empleadn, responde
al esquema general [142,145,152,153]

H.,0 e 185 9
HZI*ICHO——————Z—-———-«) NHLIO(,H'JW— > NH3 + CO2 (4.2 1)
R R .NHR R
1N~ AN, INAL
/(,—O + NHZR 'Z—_;_'_-_-_—_"- /(\ ; /L.—NR + HZO (422)
R’ R,/ “OH R,,
£
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- /
Rl\c X . N /NRHt COOH R\ N-R
'=NR + COOH ———> C “ + CO, — > C + H,O
2 2
N , ) Ry NHR
INAATN\ 1/2 H & OH “5C (4.2.4)
C R > / N\
7\ R H
R2 H 2
Figura 4.2.1 - Mecanismo general de obtencidn de aminas primarias por

el método de Leuckart.

aunque se sugliere también [154,155,156] que 1l1la reacci®n inicia

mediante la adicidén de formamida al grupo carbonilo

R,. R OH

13C=0 + H,NCHO > B!l (4.2 5
R, ) R2 *HNCOH T
Figura 4.2.2 - Mecanismo de adici®én propuesto para la etapa inicial de

la reaccién de Leuckart.

con formacién de un enlace C-N entre el 4tomo de C del grupo carbonilo
y el atomo de N de la formamida. E1 alcohol asi formado se reduce por
accidn del acido férmico o la formamida. En este esguema, los efectos
cataliticos observados podrfan deberse a la polarizacién inicial del
grupo carbonilo de la cetona, tanto por 1la presencia de un protdn
(exceso de acido, sales de amonio) (Fig.4.2.3) o por coordinacién del
dtomo de Mg con el atomo de Oxigeno del grupo carbonilo. E1 aumento de
la carga positiva efectiva sobre el atomo de C (aumento de su acidez)
facilita la condensacién con el aAtomo de N relativamente basico de la

formamida
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R R + R R OH
1IN~ + 1\ I\ L+ H,N -CHO INA/
C=0 +H —— C=0H ——> C-OH —2———==> C +
/ —_- P 5 R
R,/ < R,/ ¢ R,/ R,/ “\NH,CHO (4.2.86)
Figura 4.2.3.- Activacidn del enlace C=0.
Esta etapa de activacidn resulta imprescindible para que
la reaccidén progrese en ciertos casos, tal como la reducci®n de

benzofenona, debido a la disminucién del caracter doble del enlace
carbonilico por deslocalizacidn del par de electrones sobre dos
anillos bencénicos [153]1. Este efecto, que se hace evidente en el
corrimiento a menor numero de onda, de 1la frecuencia (v) IR
caracteristica del CO cuando grupos aromdticos reemplazan a los
allfaticos ( de 1745 a 1665 [157]), dificulta 1la etapa inicial de
adicién.

La reaccidn de Leuckart propiamente dicha 1llega al
N-formilderivado, el cual poasteriormente se hidroliza generando la
amina.

Condiciones experimentales.

El empleo de formamida o formiato de amonio, extensamente
discutido, resulta hoy en dia una decisién no 1independiente de cada
caso particular. En el c¢aso que nos ocupa, de “formilacién de
benzofenona"”, desde el emplero inicial de formiato de amonio (Leuckart,
1885 [141]), se ha optimizado el rendimiento aumentandoe la
concentracidén de adcido férmico en el medio de reaccidén, generando el
formiato in-situ por liberacién 4acida del carbonato de amonio
[145,150,1517].

El empleo de 4cido férmico en exceso (entre 1:2 y  1:3,
acido:amina {[151,158]) provee el medio ligeramente acido y sirve como
agente reductor, disminuyendo ademas 1la importancia de reacciones
secundarias (adiciones aldol) con captacién simultidnea del amonio
presente, que apsarecerf{a como tal o como carbonato [151,159].

La relacidn molecular 1:4 , cetona:formiato de amonio
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disminuye la formacién de aminas secundarias o terciarisas.

La temperatura de reaccié®n mads adecuada resulta de un
compromiso entre la menor temperatura compatible con el producto
deseado vy la necesaria para que la reaccién progrese
satisfactoriamenle (superior a lSUOC, lo cual requiere 1la destilacidn
del sgua scumulada durante el curso de la reaccidén).

Los reactivos sirven, al miamo tiempo, como solventes de
reaccidn dadas las caracteristicas de solubilidad de 1las cetonas en
formamida o &cido férmico.

En relaci5n a la etapa de hidrdlisis, debe mencionarse el
mejor rendimiento obtenido por hidrélisis Acida que por alcalina. Esta
ultima sélo se usa, en consecuencila, en condiciones de descomposicion

del producto final en medio 4&cido.

Sin ocuparnos de una discusidén exhaustiva del probable
mecanismo de resccién en las condiciones de trabajo, se mencionan
aquellas modificaciones que han mejorado el rendimiento y el posible
origen de esta mejora, ya gque han sido tenidas en cuenta., sin

excepcidn, en las condiciones de sintesis.

El método de Leuckart resulta particularmente apropiado
para la sintesis de N-bencidrilformamida a partir de benzofenona [160])
debido a 1a awusencia de reacciones colaterales [146]. Este fue
empleado , en consecuencia, para la preparacidn de aquellos derivados
asociados a8l metodo A (Tebla 4.1), combinado con la posterior
liberacién de 1la amina por hidrélisis Aacida de la formamida

correspondiente.
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4.3~ Mélodo de Leuckart en la preparacién de 1los elementos

~de la familia de congenéres.

~ 4.3.1- Sintesis de Bencidrilamina.(BB,)
El emplec de 1la reaccién de Leuckart para obtener

bencidrilamina a partir de benzofenona ha sido extensamente discutido
en la literatura, tanto en relacion a las condiciones de
reaccidn-rendimiento [180-162] como al mecanismo asociado [146].

De acuerdo a esta técnica [161], una mezcla de 38 g (0,44 M)
de carbonato de amonio (Anhedfa) y 80 g (1,76 M) de 4cido fdérmico 98%
(Merck) se calienta lentamente con agitacién, previa adaptacidén de
~olumna fraccionadora, 2 10n” durante 2 hs y a 160°C durante las 5 hs
posteriores, separando por destilaci®én el agua formada (ec. 4.3.1.).
Se afiaden 40 g (0,22 M) de benzofenona (Fluka) y <se calienta a
170-180°C durante 8 hs (N-formilbencidrilamina) (ec. 4.3.2). La
colucion homogénea formada se vuelca sobre 200 ml de agua, se enfria a
IUDC, se filtra y seca a peso constante. Se purifica por
rerristalizacion a pf constante. Rto :80%. pf = 1298-132°C  (EtOH),
1it.132°C [131]. IR(KBr): ST 3180 , Yazo! 1680

. | - +ii AT
(NH4)2CO + 2 HCOOH > 2 NH4HLOO + CO2 + H20 (4.3.1)

3

@) a\
O O
N ¥ -
c=0 + 2NHTHCOO s H= C—N + NH.+ CO.+ 2H.0
4 / \q 3 z 27 (4.3.2)

_/ i
O O
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La misma reaccion, realizada en presencia de C12Mg permite
obtener un producto del mismo pf pero con una disminucién del
rendimiento a 70%.

Mediante una ligera modificaci®n de la técnica descripta en la
literaturs [163] se obtiene el <clorhidrato de N-bencidrilamina por
deformilacieon (hidrolisis Acida) de 1la N-formil bencidrilamina
(ec.4.3.3), agregando a 20 gr (895 mM) de este derivado, 45 ml de
metanol (agitando hasta formacidén de una solucidén limpida) y 45 ml de
HC1 6N, con agitacién magnética. Se calienta a reflujo, 72-75°C
durante 6 hs. Se observa la presencia de un insoluble blanco lechoso
que desaparece por el agregado de HC1l concentrado (2% ml) y
calentamiento en iguales condiciones durante 48 hs. Por enfriamiento
de la solucién limpida a temperatura ambiente se separan cristales
amarillos. Se concentra la solucidén a mitad de su volumen (evaporador
rotatorio con vacio). En esas condiciones, se enfria a OOC, se filtra
sl vacio y seca en tambor a peso constante. Rto :97%. pf:292,5—2930C
(HZO)‘ Lit.: 293°C (H,0) [131,184]. IR(KBr): 3000 y 2600. (bandas
tipicas de NH})

37
La modificacién introducida emplea condiciones mé&s enérgicas

2

de reaccién (HC1 concentrado, 48 hs de calentamiento, en lugar de 1 h
a reflujo en HC1 3N) elevando el rendimiento de 83% a 97% vy evitando
la extraccidn de la fase acuosa acida con benceno:cloroformo (4:1)

[163] que conduce a la formacién de emulsiones.

7\ /:j\
6:>< /COH MeOH -HC1 \ _<
—N\ : - - —\C— ‘HC1
H /C N \H > H /C NH2 H

i e
O O

(4.3.3)

La amina puede liberarse del clorhidrato correspondiente

O-OHNa (1) o HCqu—CBH.—OHNa (11).

usando Et? 6
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1) A 328 mg (1,49 mM) de clorhidrato de bencidrilamina se
agregan 15 ml de Et20 v 5 ml de agua. Enfriando en bafio de hielo agua,
se adapta agitacién magnética y agrega, gota a gota, solucién de
OHNa 12% hasta reaccidn alcalina (tornasol). La fase acuosa se separa
vy extrae con 2Z2x7 ml EtZO. Los extractos etéreos reunidos se secan con
Na2804, filtran vy evapors el solvente, secando luego a peso constante
en tambor desecador . Rto 98%.(aceite facilmente carbonatable por
contacto con el aire). El1 andlisis TLC muestra una Unica mancha por
revelado UV (253-366 nm) y sulfomolibdica. = 1,58862 . Lit.: 1,593
[131].

nn

/) /a\
(;2/ Qg;p
H—>C-NH?.HC1 Bt 0 -H,0-0HNa .y Mooy

. _/
O @)

(4.3.4)

2

ii) A 15 gr (88 mM) de clorhidrato de N-bencidrilamina se
agregan 30 ml de HZO’ 180 ml de CSHB:C13CH (1:1), con agitacidn
magnética sobre bafio de hielo-agua. El1 posterior agregado de solucién
de OHNa 42% (7,5 ml) hasta reaccién alcalina al tornasocl conduce a la
formacién de cristales en fase acuosa. La agitacién continda durante
48 hs con periddica verificacion de alealinidad (tornasocl). La fase
organica se separa y la fase acuosa se extrae con 3x40 ml de
benceno:cloroformo 1:1. Se reunen los extractos organicos, se
lavan (1x50 ml HZD) se secan con Na2804 anhidro y, luego de filtrar, se
concentra en evaporador rotatorio al vacio y seca a peso constante en
tambor desecador. Rto: 83%. p.eb./10 = 161-165°C. Lit.:p.eb./10 =

160-64°C [164].
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@) a\
\Q/ \Q/
H—>C-—NH7.HCl CellgzCl,CH-OHNa-H,0 N\o_wy (4.3.5)

— / 2
\®) \®)

Entre 1los dos procedimientos ensayados se demuestra
indiscutiblemente mas apropiado el empleo de Et20~NaOH (método 1), va
que las extracciones con benceno:cloroformo complican
significativamente el procedimiento separativo debido a 1la formacién
de emulsiones.

Por otro lado, 1la liberacién de la amina no presenta, en
general, 1importancia practica en relaci®n a este trabajo, ya 4que las
drogas se ensayan biologicamente como clorhidratos. La amina se

libera, como en el caso de BB cuando se requiere como tal para

2 hd
ser usada ccmo intermedin en la sintesis de otro derivadoa.

- 4.3.2- Preparacion de derivados 4-sustituidos-

En ninguno de los casos descriptos se libera la amina
correspondiente dado que se administra el clorhidrato en el ensayo
biolégico.

a) 4- Metilbencidrilamina- (BBB)

Se procedi¢ en la misma forma que para la obtencidén de
bendidrilamina, partiendo de 4-metilbenzofenona en lugar de

benzofenona.
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14,0 g (304 mM) de Acido férmico se agregan lentamente,

con agitacién magnética, a 6,860 g (76 mM) de carbonato de
(Anhedra) (ec.4.3.1). Concluido el agregado se adaptsa

amonio

una columnsa

fraccionadora corta y se calienta a 140-180°C durante 4hs, agregando

luego 7,5 gr (38 mM) de 4-metilbenzofenona, calentando =a 140-180°C
(12 hs) y a 160-190°C (12 hs). La solucidén homogénea formada se vuelca

en agua, enfria a 1OOC, filtra y seca en tambor (SOOC) a peso
constante. Rto: 88%.
Me Me
N N_
/R /a\
\Q/ \—/
\ b Ny /oOH
C=0 + 2NH, HCODO > H—,C—N + NH,+ CO,+ 2H,0
_/ 4 —/ MW 35772 T2 4.3.8)
Qijb Y72\ T
\—/ \\//

No se caracteriza el formil derivado porque, en general,
su baja solubilidad 1impide su ensayo bioldgico. Se usa, en
consecuencia,para preparar la amina.

Por hidr®lisis 4cida en metanol-HCl (seccién 4.3.1) se
obtiene el clorhidrato de 4-metilbencidrilamina. Rto 83%. Pf:253-4°C

(MeOH) . Lit.:ZBDOC [132]. IR(KBr): vNH+: 2950, varias bandas
2800-2000.

La 4-metiibenzofenona se preparo, segun técnica
bibliografica [185] , por reaccién de tolueno y cloruro de benzoilo en

presencia de C13A1 (ec. 4.3.7)

Me
P
coc1
_/ M - \Q<
/a\ + aa\ + AlC1 EZ - 100°C > C=0 (4.3.7)
<;2/ ¢;2V 3  HC1-H.0 - 6°C

2

_/
A\
\®)
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En un baldén de tres bocas, conectadas respectivamente a
trampa de gases (HZO)’ erlenmeyer con C13A1, agitacién mecanica vy
corriente de N2 seco se mezclan 116 ml (1083 mM) de tolueno (sobre Na)

y 8,3 ml (72 mM) de cloruro de benzoilo (p.eb. 83—880C). Luego del

20
posterior agregado dg 5 gr(37 mM) de C13Al (Merck), en 3 veces,
(tiempo de agregado = 30 ), con agitacidén constante, se calienta en

bafio a 1OOOC hasta no observar desprendimiento gaseoso. Se enfria en

bafio de hielo-agua vy se sgrega HC] conc.:agua-hielo, 16ml:36ml1. La

fase acuosa se separa v se extrae 2x15 ml tolueno. Los extractos
reunidos se lavan 2Z2x20 ml de HZO’ 1x20 ml NaHCO3 10% y seca con C12C&
Al enfriar a 0°C se observa deposicién masiva de sélido. Los

cristales se separan por filtracién al vacio en frio (OOC),se lavan
con ¢€ter de petrdleo y secan a peso constante en tambor desecador.
Eto: B0% . Pf. 54,5—580C (éter de petrdleo). Lit.: 56°C [165].

b) 4- Metoxibencidrilamina- (BB10)

Mediante un procedimiento semejante al detallado en a)

(ec. 4.3.8) se obtiene , a partir de 4-metoxibenzofenona (Aldrich),
4-metoxi-N-formilbencidrilamina, cuya hidrélisis 4&cida en metanol
genera el clorhidrato de 4-metoxibencidrilamina (ec.4.3.9). Rto.95%
Pf: 205,5-206°C (MeOH). Lit.: 203°C [133].IR(KBr): wyg,+.3010 (ancha),
3
varias bandas 2900-200.
MeO MeO
N N
/M Y720\
\®) W= coH
\e= onut - \c- + NH,+ CO,+ 2H.,0
/C-O + ZNH4HCOO > ﬂ_/c N \H N 3 2 2
/7 \\ 7\ (4.3.8)
@) @)
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MeO MeO

5 s
- ®)
\—/ \—/
— COH —
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@) ©)

c) 4- Nitrobencidrilamina- (BBl3)
La técnica descripta en 4.3.2.a) permite obtener
N-formil-4-nitrobencidrilamina a partir de d4-nitrobenzofenona (ec.

4.3.10)

NO NO

N N
a\ /N
\®) Y= coH
N\ - + - AV
_)C=0 + 2NH HCOO > Ho)oN ( NHge 005+ 2H;0
/O\ 78R\ (4.3.10)
\—/ \—/

con posterior formacién del clorhidrato de 4-nitrobencidrilamina por
hidr®lisis 4cida en MeOH-HCl (seccidén 4.3.1)(ec.4.3.11)

NO NO

2\ N

/AN /AN

N= COH 6;2/ (4.3.11)
H—>C—N < MeOH -HC1 | H—>C~NH2.HC1 -3
O H —

/A o\

\\—"/ \Q/
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Se purifica por cromatografia en pPlaca preparativa de
silica gel HF254, eluyendo con EtOH y revelando por UV.
Rto:34% .Pf.: 248—2500C(Me0H—Et20).Lit: no figura. IR(KBr) vyt 2890 y
varias bandas 2800-2000. 3

El espectro 13C NMR (DMS—dS) muestra descomposicién en
funcidén del tiempo (dos espectros sucesivos aumentan el ndmero de
picos) indicando reaccién con el solvente. La descomposicidén fue
verificada por TLC. Debidn a la labilidad de este derivado se intent®
la preparacion del picrato para su caracterizacién. Se descompone en

la cristalizacidn.

- 4.3.3- Preparacion de derivadgs 4-sustituidos-N-sustituidos.

a) 4- Metil-N-Metilbencidrilamina- (AB16)

La reaccié¢n de Leuckart se emplea también en la
preparacién de este derivado, mediante la reaccion de
4-metilbenzofenona, preparada segun técnica descripta en 4.3.2 a), con
formiato de N-metilamonio, implicando ésta una técnica no descripta en
1a literatura.

Se deja caer gota a gota 6,5 ml (89 mM) de wuna solucidn
etan¢lica (33 %) de N-metilamina (p.a.Fluka) en 5,3 ml (140 mM) de
4cido férmico (Merck p.a. 98%), enfriadoe en bafio de hielo, con
agitacién magnética, desde una ampolla cuyo vaAstago esté sumergido en
éste (ec. 4.3.12)

HCOOH + H,NCH (4.3.12)

2 3

=Ta il + -
>HLO2 NHBLH3
Concluido el agregado se lleva a temperatura ambiente,
adapta columna corta de destilacién fraccionada y se calienta,

recogiendo la fraccién 75-100°C .
A la solucidén asi preparada (10,58 g) se le agregan 3,332

g (17 mM) de 4-metilbenzofenona (ec.4.3.13), calentando inicialmente a
140-145°C durante 12hs y luego a 180-185°C 8 hs. Al agregar 50 ml de

agua-hielo y enfriar (1000) se observa formacién de aceite, con
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separacién de un producto pastoso a las 20 hs. Se extrae 3x10 ml

ClZCHZ, sSe seca con NaZSO4 anh., filtra, concentra en evaporador
rotativo y seca en tambor a peso constante.
Me Me

\ N

V/am\ V/an\

\\—/ \\—/

= -+ — COH
>c:o HCO, i Me —>C—N {
7N\ s Me (4.3.13)
\\—/ \\—/

A 4,012 g (16,8 mM) del producto asi obtenido (probable
N-formil-N-metil-4-metilbencidrilamina) se le agregan 8 ml de MeOH
(snlucién 1limpida) y 14 ml de HC1 6N (solucién opalescente)
(ec.4.3.14) v se calienta a 75-80°C durante 24 hs, con refrigerante a
reflujo y agitaci®én magnética, agregando 2 ml adicionales de HC1l conc.
(Douglas) a las 12 y 20 hs de calentamiento. Se separa abundante
s&lido al enfriar a 10°C. E1 sélido formado se separa por filtracion
al vacio, se lava 3x2 ml EtzO anh, se seca en tambor a peso constante.
Rto : 82% (mejora por recuperacién de producto de las aguas madres)
pf : 200-203,5°C (EtOH). Lit.199-201°C (éter de petrdleo) [135]. El
producto fue identificado por pf, pf mezcla e IRcon muestra auténtica.

IR: vNH+:2710, varias bandas 2700-2000.

Me Me
N N__
/AN /A
S5 . . O o
H_>c_N < MeOH -HCL , H—>C-NHMe.HC1 $9
Ve N e
N\ \_/

El compuesto se ensaya cCOMmMO clorhidrato en su actividad

biolégica.
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b) 4,4 -Dicloro-N-Metilbencidrilamina- (ABZB)'
El procedimiento descripto en 4.3.3.3) permite la
preparacién de 4,4 -dicloro-N-formil-N-metilbencidrilamina a partir

de 4,4 -diclorobenzofenona (Aldrich) (ec.4.3.15)

C1l ‘ Cl

N N
/N
O O

COH

! -+
Sc=0 HCQ, NHgte H—\c-N /
_/ /" MMe (4.3.15)
O O 3
\—/ \\—/
a1’ c1/
con posterior formacién del clorhidrato de

4,4 -dicloro-N-metilbencidrilamina por hidr®¢lisis 4cida (ec.4.3.16)

Cl Cl

\\ \\
A\ @\
Q) \®)

COH

ey / MeOH -HCL | H\CNMeH HC1 (4.3.16)

"/ VHe /

/ \\ / \\

O @)

c1/ cl’

Rto.: 65 %. Pf.: 229-31(MeOH). Lit: no figura. IR: VNH+ = 2956 vy
varias bandas entre 2770- 2000. 17C NMR (MeOD) & 136,18 (C-4), 134,81
(C-ipso), 130,26 130,18 (C-2, C-3), 66,30 (C-N), 32,13

(N—CH3).(Espectro 1, Apéndice)
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- 4.3.4- Preparacion de derivados N-sustituidos-

a) N- Metilbencidrilamina- CAB, )

10
A pesar de tratarse de un derivado N- sustituido se
empled la reaccidn de Leuckart , segin se describe en 4.3.3.a), tanto

en la etapa de obtencidn del formil derivado (ec. 4.3.12-4.3.14), en 1la
que se emplea como reactivo benzofenona en lugar de
4-metilbenzofenona, como en la posterior hidrélisis acida con
formacién del clorhidrato (ec.4.3.18).

La preparacié¢n del N-formil derivado requirié el empleo
de Cleg.BHZO [146] (ec. 4.3.17), el que permite lograr un rendimiento
de 927%.

V72 /N
@) - | (©) N
>c:o HCO, "NH, - leMg.BHzg , H—>C~N <
= 12hs(140-60°C)-4hs(150°C)  —={ Me (4.3.17)
%;2/ N\
/Za\\ y/a\
N/ COH . 6;2/ 4 3 18
H—>C—N / MeOH -Hul | H—>C—NHMe.HC1 (4.3.18)
\ -
/—\ He /O\
\\—/ N/

Se obtiene un rendimiento de clorhidrato de 90% (70%)
respeto de la cetona. pf: 244,5-2468°C (MeOH). Lit. 238°C (MeOH-Et,0)
[134]. IR (KBr): vy + 2700, varias bandas hasta 2000. 130 NMR (MeOD) 5
136,54 (C-4), 129,88 129,81 128,41 (C-1, C-2, C-3), 67,67 (C-N), 32,05
(N—CHS). (Espectro 2, apéndice)

Se ensavaron también otros caminos de sintesis:
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i) Obtencién del formilderivado por metilaci®én (ICH3) de
N-formilbencidrilamina:

* En un erlenmeyer con tapdn de teflon y adaptador
de dos vias en rama vertical, con refrigerante lateral protegido de 1la
humedad con sicapen y agitaci®n magnética, se colocan 2,11 g (10mM) de
N-formil-N-bencidrilamina, 25 ml de tolueno (sobre Na) y 260 mg
(11mM) de Na 1limpio (10% exceso) .(formacién de una suspensién
gelatinosa blanca). Se calienta a 70-75°C durante 44 hs y a 110-120°C
4hs. Sobre bafio de hielo-agua se agrega gota a gota, 0,68 ml (11 mM)
de IMe , se tapa con tapdn de teflon , asegura con resortes y se
calienta 1 h a 50°C. Luego de enfriar nuevamente en bafo de
hielo-agua, se agregan 3x0,2 ml de isopropanol, 5 ml de agua y 2 ml de
EtOH, se acidifica con HCl 1:1 llevando a pH=6. La emulsién formada se
separa por centrifugacidn y se extrae la fase acuosa con 2x5ml de
tolueno. El1 s&lido formado se separa y la fase organica se seca con
Na,50

24
tambor a peso constante.

anh, se concentra en evaporador rotatorio al vacio y se seca en

2\ /O\
\—/ COH i)Na—golueno \N\—/ COH
—\C—N / 1707 C R H~\C—N / (4.3.19)
~/ \H 11) IMe ~/ \Me
/aa\ 4(:»
\\—/ \—/
La técnica se descarta por los bajos

rendimientos logrados como consecuencia de la formacién de aceites.

X Se ensayé una técnica semejante cambiando el

agente reductor (ec.4.3.2U0)
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\\—/ \—/

7 COH COH

H—>C-N < + IMe+ KOH —1eOH >C—N < + KI + HeoH ¢%-3.20)
/A f 7N He

N/ \—/

agregando a 422 mg (2 mM) de N-formilbencidrilamina, colocados en un
tubo de reaccidén, 4 ﬁl de MeOH anh (Carlo Erba) yv 112 mg (2mM) de OHK
(Carlo Erba). Se adapta agitacidén magnética y se agregan con pipeta
Pasteur, a través de una torunda de algodén seco, 28 mg (2mM) de ICH3
(p.eb. 41-42), gota a gota. Se agita 2 hs a temperatura ambiente y 6
hs a 35—400C, se concentra en evaporador rotativo al vacio y se 1lleva
a seco en tambor. El sélido blanco obtenido se extrae 3x5 ml C13CH. La
fase cloroférmica se separa, se seca con NaZSO4 anh., se evapora el
solvente en evaporador rotativo al vacfio y se seca en tambor a peso
constante. Se controla por TLC y pf mezcla con reactivo de partida,

observandose que no hubo reaccién.

i1) Obtencidén de la amina secundaria por metilacidén de la
amina primaria correspondiente.
Se adapta una técnica descripta en la literatura para
la preparacién de alquilaminas [166].
Se agregan lentamente, con agitacidn magnética, sobre
bafo de hielo-agua, 30 ml de &cido férmico (Merck) a 905 mg (5mM) de
bencidrilamina. Luego del posterior agregado de 1,9 g (50mM) de NaBH

4
en pequefias porciones para evitar proyecciones (tiempo de agregado = 8
hs) se deja descansar 10 hs a temperatura ambiente, se agrega 1igual

volumen de agua y, lentamente, solucién de OHNa 42% p/p hasta reaccidn
alcalina al tornasol (ec.4.3.21). Luego de gregar 30 ml de Et20 se

extrae 2x20 ml EtZO.
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)\ Va\
\O/ H \ _/ H

\c—y / NaBH ,~HCOH , H\coy / (4.3.21)
/My 10-15°C 7 e

/O\ N

N/ N/

Los e%tractos Sse rednen y se secan con Na2804. Luego de
pasar corriente de HCl (gas,seco) se filtra por placa, vy se seca a
peso constante en tambor desecador.

La técnica se descarta debido a que 1la formacién de
otros derivados disminuye el rendimientoc a un 13%. Se obtiene el
formilderivado segun se confirma cotejando por TLC, pf mezcla con

muestra auténtica e IR.

b) NyN-Dietilbencidrilamina- CAB?).
El derivado se prepard seguan técnica descripta [139],
colocando en un tubo de reaccidén, con agitacidén magnética, 3,6 ml (27
mM) de dietilamina y 4 ml de nitrometano (BDH) y agregando lentamente,
con pipeta Pasteur, una <olucidén de 4 g (16 mM) de bromuro de
difenilmetano en 4 ml de nitrometano, lavando con 2 ml de nitrometano

el recipiente que lo contenfa (ec. 4.3.22)

A\ 7\

O Et N Rt ,
H-)C-Br + 2HN{ HelO, > Hoe-N { + HBr.HNEe, (4:3-22)
~ Et —{ Et

/O\ R\

\—/ \—/

Luego de adaptar un refrigerante a reflujo se calienta
lentamente el sistema desde 30°C a 95°C durante 1 h, se agrega agua Vy
se lleva a pH 5,0 (papel universal) con solucién de OHNa. Se extrae
1x25 ml y 2x 10 ml con EtZO , Se seca con Na2804, se concentra en

rotavapor , secando luego el s&lido formado a peso constante. Sélido
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amarillo. Rto:66%. pf : 58,5-59,5°C (MeOH). Lit. 58-53°C [139].
Dado que la droga se administra como clorhidrato en el
ensayo bioldégico, se prepara dicho derivado a partir de la amina porla

técnica ya descripta (pag. 73). Rto 89%. pf: 196,5—1980C (MeOH). IR

(KBr) vN+ 2945, varias bandas 2800-2200.
Una nueva via de preparacidn ensayada permite obtener el
mismo producto con rerdimiento algo inferior (44%). En un tubo de

reaccién se agregan gota a gota 10 ml de AcOH (Fluka) a 366 mg (2 mM)
de Bencidrilamina, enfriando en bafic de hielo-agua. Se agregan en
pequefias porciones (50 mg) 800 mg (16 mM) de NaBH4, calentando luego a
80°C una vez concluido el agregado (ec.4.3.23). Manteniendo 1la
temperatura a 0°C (ba®o hielo-agua), &se agregan 10 ml de ClZCHZ,
alcaliniza (OHNa 45%) a reaccién alcalina (tornasol), separa las fases

v extrae 2x10 ml Cl1,CH,.Los extractos orgadnicos reunidos se secan con

272
NaZSO4, filtra y concentra »n rotavapor.

/a\! Va\

6;22 NaBH , -AcH \"< /Bt (4.3.23)
- C—NH 4 - H— C—-N LT
_/ 2 _/ \Ft

4::» V/ER\ ’

"'\\—/ \\ /

Luego de agregar 12 ml Et70 seco, se filtra y pasa
corriente de HCI( Se separa el s6lido formado y cristaliza (ec.

4.3.24)

g)’

© o)

H—>C—N < Etp0 -HCL, H—>C—NEt?.HCI (4.3.24)
a\ Et ®)
N~/ N/

Rto:44% . Pf.: 194—980C (MeOH). Se identifica con muestra auténtica por
pf mezcla e IR.
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c) NyN-Dimetilbencidrilamina- ( AB4) .

Se prepara a partir de la bencidrilamina no sustituida
por el método de Eschweiler-Clarke [140,158,167].

La reacidn de Eschweiler-Clarke (tratamiento con
formaldehido y &cido férmico) (ec 4.3.25) es un procedimiento standard
de, metilacidén de aminas primarias, considerado en general como el
método mas conveniente y econdémico de preparacidén de aminas terciarias
N,N-dimetil sustitufdas, ya que requiere condiciones menos drasticas
que la reaccidn de Leuckart cuando se aplica, esta udltima , a la
obtencién de aminas tercilarias.

Se agregan lentamente 78 ml (1950mM) de 4acido férmico
(Merck) a 12,44 g (85 mM) de bencidrilamina, con agitacién magnética y
enfriamiento (agua-hielo). A 1la solucién limpida, ligeramente
amarilla, formada, se le =agregan 108 ml (1300 mM) de formalina
(Douglas 36-38%). Se calienta a reflujo 15 hs a 70°C y 4 hs a 90-95°C.
Por enfriamiento a temperatura ambiente o bafio de hielo no se observa
formacién de precipitado. Se agregan 50 ml de agua , 80 ml Et20 y 140

ml NaOH 42% hasta resccién alcalina al tornasol. Se separan las fases

y extrae 5x40 ml de Et20. Se seca con K2C03 anh., concentra en
evaporador rotativo y seca en tambor desecador a peso constante. Se
obtiene un producto pastoso , de color blanco, inodoro. Rto : 77%. pf:

68,5—7OOC (EtOH). Lit. : 88,5—700C [136]. IR (KBr): UN+: 2945, varias
bandas 2900-2000.

N\ /\

X " bt fe 25
H\c—§ / + 2H,CO+ 2HCOH —————> H-SCc—N { + 2H,0+ 2c0,, (492
_/ K 2 2 _/ \He 2 2

O o

\\—’/ N\
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Dado que no se describe en la literatura la aplicacién de
esta técnica a la obtencién de 1la N,N-dimetilbencidrilamina, el
compuesto asi{ obtenido se cotejdé (TLC, pf mezcla) con una muestra de
sustancia preparada por reaccién directa de la amina secundaria con
bromuro de difenilmetano [168] (ec.4.3.26).

V/ab\\
O
H-\C—Br + 2HN/

_/ \Me
(@)

/7 \\
Q;;b
6— >  H=Sc—N /

_/ \He
/AR
@)

He He (4.3.28)

2

+ HBr.HNMe

El clorhidrato se obtiene segin procedimiento andlogo al
descripto en 4.3.3-b) ( ec. 4.3.27), por pasaje de corriente de HCI

gas seco sobre una solucidén de la amina en benceno.

7\ /7 ~\
N/ Me 622?
H—>C—N < Et,Q -Hel, H—>C—NMe2.Hc1 (4.3.27)
/AN He ,«ij\
\—'/ N’/

Se obtiene un sé6lido .Rto 89,4%. pf: 244—4500 (EtOH).
Lit: 244—450C [137]. Se prepard también el picrato,
pf: 198—201,50C (C13CH). Lit: 196-8 [138].

88



- CAPITULO & -

- Familia de congéneres -

Su actividad
antiespasmodica



La cuantificacién de la actividad antiespasmédica de cada uno
de los derivados preparados permitird 1la racionalizacién de 1la
modificacién de 1la actividad biolégica en respuesta a las
caracteristicas del cambio estructural introducido.

Adgquiere sin duda indiscutible relevancia la precisién de 1la
determinacién del dato bioldgico , variable irreemplazable cualquiera
sea la relacién cuantitativa estructura-actividad planteada. La
exactitud en la determinaci®n debe reflejarse en la obtencién de
‘valores reproducibles a 1lo 1largo del tiempo dentro de ciertos
limites de error, lo que requiere la standarizacién de los ensayos
hiolégicos para evitar posibles fluctuaciones [15].

Se dedica este capftulo a la definicién del dato &riolsgico,
la forma como ¢éste se expresa y su significado, en cuanto al tipo de

interaccidén que representa.

Definiendo como fdrmaco a todo compuesto bicactivo, el término
farmacologia queda restringido al estudio de 1la accién del farmaco
molecularmente dispersado, determinada por interacciones quimicas vy
fisicoquimicas [28]. La respuesta farmacodinamica es, en consecuencia,
el resultado de la interaccién de moléculas del farmaco <con parte
de las moléculas de las que se compone el objetivo biologico [169],
las que conforman, en algunos casos en que ciertos requerimientos
estéricos y de distribucién de carga se satisfagan, sitios
macromoleculares de acci®én (receptores especificosr,

Antes de definir la forma de cuantificacién de la respuesta
bioldgica , cabe comprender el proceso bicldégico implicito
cuantificado en ésta.

La accion de una droga (o farmaco) se basa en una secuencia
de eventos desde su administracién a la determinacién de la respuesta.
Este proceso complejo puede dividirse en tres fases fundamentales

[20,28,170]:
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Fase farmacéutica o de aplicacidn que comprende la
dispersion molecular de la droga administrada, lo que posibilita una

efectiva absorcién posterior por el sistema biolégico.

Fase farmacocindtica que comprende la absorci®n de la
molécula droga, su distribucién, conversién metabdlica (activacidén o
inhibicién) y excreci®n, determinando la concentraci®n de droga que

y

en su forma activa, alcanza el tejido objetivo,

fase farmacodinamica concerniente a la induccién de un
estimulo en base a la interaccién de 1la molécula droga con sitios
especificos de accién o receptores que conducen, a través de una

secuencia de proceso bicquimicos, a la respuesta.

La relacién entre el estimulo y la respuesta se considera
independiente de las propiedades de la molécula droga. Esta ultima
etapa no tiene, por lo tanto, importancia directa en relacién al
diseno de drogas [28,169]. Sin embargo, es la medida de una respuesta
lo que nos permite cuantificar el efecto de las modificaciones
introducidas, las que modifican en realidad el estimulo originado.

Sin entrar en una discusién detallada , se definen someramente
algunos conceptos cuya comprensién es necesaria para el planteo de
relaciones cuantitativas estructura-actividad, 1las cuales requieren
tanto un dato quimico estructural (descriptor molecular) como un dato

bioldégico.

5.1- Principales conceptos vinculados a 1la cuantificacién y

expresién del “dato biolégico"”

5.1.1- Se diferencian usualmente dos tipos de datos

bioldgicos : dicotdmico y cuantitativo [21].
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El dato dicotomice (o cuantald) se refiere a la
mera informacién : activo/inactive, tdxico/no tdéxico, para una dosis
determinada.

El dato bioldgico cuantitativo involucra la medida
de la respuesta bioldégica en un dado intervalo de tiempo, entendiendo

por respuesta bioldgica (W> la magnitud del cambio de un parémetro

biol®gico medible (contraccidén muscular, cambio de la presidén
sanguinea, etc) luego de la administracién de una droga [15]. La
expresién de esa cantidad en funcion de 1la concentracién de droga
administrada (dosis = C) resulta en curvas "dosis-respuesta”, de forma

sigmoidal en escala semilogarf{tmica (Fig.5.1).

W-const

Figura 5.1~ Curvas dosis-respuesta.

5.1.2.- La actividad bioldgica de distintas drogas puede

compararse considerando:
i) la concentracién C que produce una dada
respuesta, lo que corresponde graficamente a la interseccién de una

paralela al eje de las abscisas con cada una de las curvas



dosis-respuesta, y num®ricamente a la reciproca de 1la dosis que

produce.una respuesta dada

A= 1/C, W = cte (5.1.1)

ir) la respuesta W para concentracién constante,

indicada gra&ficamente por la intersecci®dn de una perpendicular al eje

de las abscisas (Fig. 5.1)

A - W, C = cte (5.1.2)

1ii1) el porcentaje de actividad relative a un

standard dado

% actividad del standard

(1U0% - 7% actividad del standard)

Se prefiere la medida a respuesta constante ya que la
correspondiente medida a concentraci®én constante implica el no
conocimiento de la respuesta y 1la probabilidad de estar comparando
zonas que no correspondan a relaciones lineales (asf 1 y 2, Fig. 5.1,

generarian la misma respuesta)

S1 bien la respuesta a un estimulo se considera
independiente de la droga y determinado por el sistema bioldégice y las
condiciones en qQque se realiza &l ensayo, la produccién de este
estimulo es el resultado divecto de la interaccidén droga-sitio activo,

fuertemente dependiente, no s%lo de las caracteristicas estructurales
el

las

sino también de la conformacidn particular de la molécula-droga en

momento de la interaccidén. Una adecuada standarizacién de
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condiciones en que se realiza el ensayo biolégico, que permite
considerar : igual estimulo- igual respuesta (Cap.Il), extiende

linealmente la dependencia droga-estimulo a droga-respuesta.

5.1.3- La interaccién de la droga con el sitio receptor
produce una perturbacidén que resulta en un estimulo $ , proporcional

al grado de ocupacién del receptor y

S . v, S = F xv (5.1.4)

donde F (factor de proporcionalidad) provee una medida de la habilidad
de la droga para perturbar al receptor en la forma especifica que
conduce sl estimulo S, ya que no toda interaccién sera perturbativa.

Para una interaccién

D + R > DR (3.1)

que puede describirse en términos de 1la ley de accidén de masas,

correspondiéndole una cte Ki

[DR] K,[D]

HA

1 (5.1.5)

[RI+[DR] 1+Ki[D]

F se expresara como la fracci%n del complejo DR (droga-receptor) que
resulta perturbado especificamente al estado SP para generar el

estimulo y representa la actividad intrinseca de la droga.

[SP] [SP]
F - = — (5.1.6)

(DR} [SP]+[NSP]
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donde SP fraccidn del complejo perturbado especi ficamente

conduce a ecstimulo,
NSP

fraccidén del complejo perturbado no especificamente no

conduce a estimulo.

Dado que las cantidades involucradas en la definici®n de
F no son directamente medibles, las actividades 1intrinsecas de 1los
miembros de una familia de agonistas se expresan en funcién de 1la

actividad bioldégica de un compuesto de referencia, tedricamente el de

mayor actividad infrinseca de una familia dada, resultando asi, para
la droga A
F
oA = — (5.1.7)
F
max

En este contexto se incluyen en una familia farmacoldgica las drogas
que pueden interactuar con los receptores de un cierto tipo de sistema
receptor efector y gque, al hacerlo, producen el mismo tipo de

respuesta [21].

5.1.4.- F encierra las expresiones termodinamicas de los
equilibrios involucrados en cada una de las etapas intermedias, desde
la unién de la droga al sitio (d sistema receptor) hasta la produccidn
del estimulo (sistema ejector), No debe ser corregida por
consideraciones extratermodinamicas ya que no se encuentra afectada
por los procesos de la fase farmacocinética tales como absorcién,
distribucién, excrecidn.

En base a la magnitud del factor F se diferencian:

- ¥ - Agonistas [171] o activadores de los receptores [172] : aquellas

drogas que, en la dosis apropiada, originan la maxima respuesta

bioldgica posible en un dado bilosistema.
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- ¥ - Antagonistas parciales [173]. tncapaces de producir maxima
<
respuesta, aun cuando se administren en altas dostis, lo qgue esta

tndicando fuerte contribucion de [NSP].

—.* - Antagonistas, los que, aun cuando se combinan con el receptor
sélo producen NSP v, por lo tanto, nt estimulo ni accion. Dado que se
comblinan con el receptor pero no producen estimulo pueden inhibir 1la
respuesta frente a un agonista. Es activo en este aspecto pero
inactivo frente a "receptores vacfios” [170]. Por su accién se define
un antagonista como aquella droga que se contrapone al efecto de un
agonista [28]. Queda claro,en consecuencia, que s®lo se puede hablar
de agonismo-antagonismo en relacién a una acci®n bioldégica y tipo de
receptores perfectamente definidos.

Este efecto antagonista puede clasificarse de acuerdo a
la fase de accidén de la droga en la cual ocurre:

- reduccién de la disponibilidad
farmacéutica de la droga antagonizada, disminuyendo en consecuencia
la cantidad de droga liberada en su forma activa o la velocidad de
liberacién de la preparacidén farmac<¢utica.

- reduccién de la disponibilidad
biol¢gica de 1la droga antagonizada (antagonismo en la fase
farmacocinética) que implica menores niveles de droga en sangre O
tejidos por reduccién de la absorcién, aumento de la excrecidén o
modificacién de otra etapa del metabolismo. Actdan en esa etapa 1los
“antagonistas quimicos®, en los cuales el efecto se debe a una
interaccidn directa (quimics o fisicoquimica) entre el agonista vy el
antagonista. Las estructuras de un agonista y su antagonista quimico
son complementarias. El efecto antagonista puede superarse aumentando

la dosis de agonista.
- reduccién de los niveles de

respuesta de la droga antagonizada (indicada usualmente como agonista)
por interferencia del antagonista en la interaccién de 1la droga con
sus sitios de accién o sus receptores especificos ( antagonismo en la

fase farmacodindmica). Dado que la fase farmacodinamica comprende la
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induccidn de un estimulo y la secuencia de eventos posteriores que

concluyen en la respuests biolégica, existen varios puntos de

ataque
para la accién antagonista, lo que lleva a una subclasificaci®n en
—a) antagonismo competitive : ocurre a nivel de los receptores de un
dado sistema receptor-efector. Existen en general relaciones

estructurales entre agonista y antagonista como también entre varios
antagonistas competitivos de un dado agonista. El1 efecto puede
superarse por un aumento de la dosis.

-b) antagonismo no competitive ! se produce por interferencia en la
secuencia de eventos bioquimicos desde la produccién del estimulo a la
respuesta final. No pueden superarse aumentando 1la dosis ya que
producen una depresién del 1logaritmo de la curva dosis-respuesta
del compuesto agonista. Se diferencian ademads de los competitivos por
ung falta de especificidad con respecto al agonista (un antagonista no
competitivo puede antagonizar la accidén de agonistas de distinto
tipo). El1 antagonista interacciona con sus propilos receptores, que
son distintos de 1los del agonista, causando un cambio en la
relacidén entre la concentracién de agonista en 1la vecindad de sus
receptores y su efecto. Este cambio producide a nivel de los
receptores se puede manifestar en [170]

b 1 ) antagoniamo no competitivo
metafinoide : 10s receptores del agonista se modifican en respuesta al
cambio en los receptores del antagonista reduciendo la afinidad entre
las moléculas de agonista y sus receptores

b2 ) ontagonismo no competitivo
metactoide : el cambio en los receptores del antagonista disminuye la

actividad intrinseca del agmnista.

-¢) antagonismo funcional se presenta cuando dos agonistas cambian
un dado parédmetro biold¢gico en relaclones opuestas debido a que,
interactuando con dos sistemas receptores 1independientes, causan

efectos que interfieren en un Unico sistema efector de la respuesta.
-d antagonismo fisico : semejante al anterior, se diferencia de éste
en que las dos drogas que oponen su efecto actuan sobre sistemas

receptor-efector independientes.



5.2- Modelo metactoide para la interaccidén bioldgica de 1los

derivados de la Bencidrilamina.

La actividad antiespasm®édica de 1los derivados de 1a
Bencidrilamina (Fig. 4.1), ensayada en musculo 1liso intestinal,
responde a un modelo de antagonismo no competitivo metactoide.

En el modelo de interaccidén metactoide , dos drogas A y B
interaccionan con receptores R y R’ distintos e independientes uno de
otro con respecto a sus interacciones con A y B, pero con sus sistemas
receptor - efector interrelacionados. Tanto A como B son agonistas de
sus propios receptores, pero el estimulo causado por la interaccidén de
B con R’ (Sé) no se expresa en un efecto directamente medible sino en
una alterascidn de la efectividad de la interaccidén de A con R, que se
supone directamente proporcional al estimulo Sé.

Llamando EA al efecto producido por una dada
concentracién de droga [A], EAB' al efecto producido por [A] bajo la
influencia de B vy EASﬁax al efecto de A en presencia del maximo
estimulo del sistema metactoide, el efecto de B resulta un factor de
multiplicacién entre la ocupacién del receptor por A y el efecto
causado por esta interaccidn.

El valor extremo se relaciona con el original EA en una

forma que depende de la interrelaci®én entre ambos sistemas

EASﬁax p X EA (5.2.1)
siendo por lo tanto p una constante Qque da cuenta de tal
interrelacidn.

La combinacién de las ecuaciones 5.1.5, 5.1.6, 5.1.7 vy
5 2.1 conduce [170], para [D] = [B], a la ecuacidn que interpreta las
curvas dosis - respuesta
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p— ?’
Epp = ( 1+ (p-1) — Ly E (5.2.2)

1 + KB,/[B] A
donde [B] es la concentracién del antagonista metactoide, KB’ su
constante de afinidad y /3 su actividad intrinseca.
5.3~ Expresion numérica de la actividad bioldgica.
De acuerdo a las ecuaciones (5.1.5) vy (5.1.86) la

actividad de una droga depende de dos propiedades

* su afinidad a ciertos receptores, que es una medida de
la tendencia de la droga a asociarse con ellos . De acuerdo a la ley
de sccién de masas se define como la inversa de la constante de
disociacién del complejo DR. En la practica se emplea la expresioén

logaritmica debido a la forma de las curvas dosis-respuesta.

* su getividad intrinseca, que determina ern queé

proporcién la interaccién con el receptor resulta en la generacién de

un estimulo.

Cada modo de interaccién ( quimico, competitivo, no
competitivo) responde a un mecanismo diferente y se 1interpreta, en
consecuencia, por ecuaciones distintas, dando lugar a la definicién de
distintos cuantificadores de la actividad biolégica , de aplicacidn
especifica de acuerdo al caso particular considerado
- pD,y,
produce el 50% del efecto maximo de la droga en el sistema receptor

logaritmo negativo de la concentraci®n molar del agonista que

efector, para agonistas,
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- pAz, logaritmo negativo de 1la concentracién de antagonista en
presencia de la cual se necesita el doble de la concentraci®n original

de agonista para lograr el efecto 1inicial, para antagonistas no

competitivos,

- pDé, logaritmo negativo de la concentracién de droga metactoide que
produce un cambio =2n el efecto (respuesta) del agonista igual a 13
mitad del cambio maximo de este efecto gque puede causar 1la droga en
cuestidén, para antagagnistass metactoides.

La expresidén matematica de este funcional, que representa
el comportamiento de los compuestos ensayados, se deriva facilmente en
base a la consideracién de que tales compuestos son antagonistas
totales, pudiendo por lo tanto reducir a cero el efecto del agonista.
La ecuacién 5.2.2 representa antagonismo completo para valor nulo del
paréametro p ( p = 0), lo que implica que el sistema metactoide permite
antagonismo completo, y valor 1 del coeficiente 3" (8" = 1), lo cual a
su vez significa que el antagonista metactoide B, siendo un agonista
completo de sus propios receptores, permite también que este
antagonismo completo sea posible. Para el caso p-o , R'=1, la ecuacidn

5.2.2 se reduce a

[B] E
- A (5.3.1)
KB EAB'
o, en expresién logaritmica
- - . — - - , = ’ (532
log [B]) log { LA/EAB’ 1} log KB pD2 )

La ecuacién (5.3.2) es la expresién matematica del

parametro pDé antes definido.
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5.4- Actividad antiespasmdédica de los derivados ensayados.

Dado que el analisis de las curvas dosis-respuesta pone
en evidencia que las drogas se comportan como antagonistas metactoides
no competitivos, tanto frente a acetilcolina en duodeno de rata como
frente & histamina en fleon de cobayo [174-176], se empled 1la ec.
(5.2.2.) para evaluar la respuesta de una droga agonista para
distintas concentraciones de droga metactoide, segun el modelo de WVan
den Brink [170], empleando, en consecuencia, el parametro pDé para la
expresién numérica de la actividad antiespasmédica medida. )

Los valores, presentados en la tabla 5.1, corresponden al
promedio de aproximadamente 8 determinaciones, cada una realizada con
un animal diferente. El comportamiento de las drogas se ajusta al

: A -5
modelo de Van den Brick para concentracilones ensayadas entre 1x10 "M vy

6x107°N.
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S
210 R R pD,, n
BB13 NH2 NO2 H 3,10+0,060 5
882 NH2 _H H 3,50+0,078 12
BB8 NH2 Me H 3,60+0,070 9
BB10 NH2 UMe H 3,80+0,060 8
AB,, NHMe H H 4,12+0,090 9
AB16 NHMe HMe H 4,30+0,080 8
AB4 NMe2 H H 4,20+0,031 10
AB, NEt, H H 4,33+0,080 8
AB,g NHMe C1 Cl 5,11+0,090 )
Tabla 5.1.- Actividad antiespasmédica, expresada CoOmo pD., para los
elementos de la familia de congéneres.nzb numero de
ensayos.
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5.4.1- Condiciones experimentales generales del ensayo

bioldgico.

Los ensayos biolédgicos (determinacién, evaluacisn e
interpretacién) fueron realizados por el Licenciado Carlos Grand en el
Laboratorio de la cadtedra de Farmacodinamia de la Facultad de Ciencias
Exactas (UNLP).

Para tallfin, se sacrificaron ratas de 300 g de peso, a
las cuales se les extrajo el duodeno, del cual se usaron segmentos de
2-3 cm de longitud, suspendidos en cubas apropiadas de 25 cm3 de
capacidad conteniendo solucién Tyrode de composicidn (g/1) : ClNa 8,0;
ClK 0,2; ClzCa 0,24; Cl,Mg.6H,0 0,213; CO,HNa 1,0; PO,H.Na 0,05;

2 2 3 42
glucosa 1,0; aireada a 37 C

0

La concentraciones 1isoténicas se realizaron segun el
metodo de las dosis aoumulntivaS/ﬁeregistramm en papel ahumado
con una sobrecarga de palanca de 1,0 g [174].

En estas condiciones ,Se agregd una dosis de
acetilcolina que permitiera obtener una concentracién de 10ug/ml
Tyrode, lavando luego de dejar 10  en contacto con el preparado. Este
tratamiento conduce a respuestas reproducibles de los agentes
estimulantes.

Se realizdéd un registro acumulativo de acetilcolina
lavando al cabo de 60 .Se agregd el antagonista, realizando otro
registro acumulativo del agonista luego de transcurrido el tiempo
suficiente para que se establecieran condiciones de equilibrio. El
preparado asi tratado se deshecha.

Las dosis del agonista utilizadas (ug/ml Tyrode)
responden a la secuencia: 0,01; 0,03; 0,10; 0,30; 1,00; 3,00; 10,00.
Cada concentraci®én se logr® por el asgregado sucesivo de o0,2 ml de

solucidédn del agonista.
Los registros se transformaron luego en curvas dosis

-respuesta , donde el efecto se representa como porcentaje relativo a

la mAxima respuesta obtenida en el ensayo control [174-176].



~ GAPITULO 6 -

Relacion estructura-actividad
aplicada a la cuantificacion de

las modificaciones estructurales

introducidas en la etapa de
generacion del lider

Eleccion de los parametros
de diseno mas adecuados
para su optimizacion



Los valores de actividad antiespasmédica determinadosg

. ‘ nos
permiten seleccionar, entre los elementos de la familia de congéneres
(serie prueba), el compuesto lider que define la estructura
(modificaciones estructurales) sobre lsa cual se trabajar4d en 1la etapa

de su optimizacién.

Las relaciones cuantitativas estructura-actividad permiten
describir la potencia bicl5gica en términos de las propiedades de las
drogas para una familia (serie) predeterminada. La posibilidad de que
este analisis descriptor adquiera caracter predictor depende
principalmente de la cantidad de informacion a la cual pueda accederse
a través de éste y, en consecuencia, de la correcta eleccién de los
miembros de la serie mediante el correcto empleo del espacio de los

parametros.

Los mismos pardmetros de disefio (descriptores mnleculares)
emplesdos para la eleccidén de los elementos (derivados de la
Bencidrilamina) del conjunto inicial (familia de congéneres, serie
prueba) (tabla 3.2). se vinculan ahora matemAdticamente a la actividad
antiespasmodica (tabla 5.1), en busca del descriptor mas adecuado de
la wvariacién de esta actividad biolégica en respuesta a las
modificaciones estructurales. Este andlisis no resulta inmediato dado
que pueden plantearse diversas dependencias funcionales (sin
limitarnos a una mera dependencia lineal) en uno o mas parametros
(desde monoparamétricas hasta multiparamétricas).

Un correcto andlisis pretenderd siempre la maxima exactitud
(en el sentido estadisticn) con miras 3 un enfoque predictivo de la
actividad de una estructura en una etapa previa a su sintesis y ensayo
biolégico. Sin embargo, las dependencias lineales monoparamétricas,
siempre que puedan ser planteadas, permiten una mejor comprensién del
problema enfocado, en base a la interpretacidén fisicoquimica de las
causas que originan la modificacién de actividad, sobre cuyo
conocimiento pueden incluso inferirse lineamientos generales de 1los
mecanismos probables de accidén. En consecuencia, no se puede postular

una mayor importancia de un tipo de relaciones frente a ctras.
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No existe un criterio general que sea valido para cualquier
serie ccnsiderada. En principio, el an4dlisis de la dependencia de 1la
actividad sobre factores estéricos, electrédnicos e hidrof®bicos
rermite probablemente descartar alguno de ellos. Resulta siempre
importante la adquisicién de una conclusi®n de cada andlisis parcial,
la cual guiard el estudio subsiguiente. La eficiencia mejora también
dividiendo el problema total en subproblemas, cada uno referido a un
subgrupo de compuestos dado que comparten un aspecto estructural comun
[15], tales como variaci®n de sustituyentes en wuna tdnica posicién,
mono o polisustitucidn, ete. Siendo estos subgrupos menos complejos
que la serie completa, permiten formular aproximaciones mAs sencillas
y obtener informacidén més exacts y directamente racionalizable para 1la
serie completa. $Sin necesidad de ser planteada a priori, tal
separacisén snrge a menudo en forma natural como resultado del analisis
estadistico.

Vinculados num¢ricamente los parametros estructurales
(descriptores moleculares) y la actividad hiolégica, la seleccidn de
la mejor ecuacién no debe basarse en un mero criterio estadistico sino
también en consideraciones biol®gicas y fisicoquimicas.

Desde un punto de vista meramente estadistico deberia
seleccionarse aquella ecuacién aque, para un numero suficiente de
grados de libertad tenga el menor error residual [177], sobre la base
de que todos los términos sean estadisticamente significativos. Dado
que el numero de grados de libertad implica en este caso ndmero de
variables (drogas y su forma de representacién) vy numero de
observaciones (determinaciones de actividad), debe tratarse con
cuidado esta definicién. Sin embargo, toda mala interpretacién se
evita mediante la aplicarién correcta de criterios estadisticos que
l1levan a trabaiar con valores incluidos en intervalos de confidencia
aceptables.

Las consideraciones estadisticas s®lo tienen validez cuando no
se contraponsn a los cononcimientos bioldgicos relativos al sistema
dado, como, por ejemplo. al mecanismoe de accién involucrado en el tipa

de actividad considerada, y se basen en parvametros representativos de
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las propiedades fisicoquimicas de 1las moléculas dentro del margen de

los conocimientos previos.

Cuando la mejor ecuacién ha sido seleccionada, el analisis de
los valores de los parametros moleculares y su relacién con 1log A
permite arriesgar ciertas conclusiones vinculadas al mecanismo de
interaccién al conocer las propiedades de las moléculas (o
sustituyentes) de importancia primaria para la actividad bioldgica vy
la forma como influyen la accidén de la droga.

El logro de correctas derivaciones en relacién a este tépica
debe fundamentarse no sélo en el significado (contenido fisicoquimico)
del parédmetro que permite el mejor ajuste, sino también en las
consideraciones que han permitido acceder a tal ecuacidn. Las
conclusiones vinculadas a este tépico merecen ser apoyadas por el
aporte de parametros quimico-cuénticos dado su mayor contenido
integral como descriptores moleculares, por depender no st&lo del
esqueleto estructural sino también del estado conformacional que varia
(el correspondiente a minima energia) en respuesta a cada sustitucion.
Por lograr una descripcién mas completa de la molécula-drog= y por la
mayor complejidad inherente a su calculo, que no se fundamenta en el
principio de aditividad que caracteriza a los otros parametros
(hidrofébicos, estéricos, electrénicos) definidos, se calculan, en
general, luego de comprobar la correcta eleccidén de la familia de
congéneres (viendo que son correctamente descriptos, en su actividad
biolégica, por otro descriptor molecular de <calculo mas sencillo).
Tienen la importancia potencial de permitir comprender el mecanismo
por el cual 1las modificaciones estructurales generan variaciones
especificas de las propiedades biolégicas, lo que permite abordar la
etapa posterior de optimizacién del lider en base a la potenciacidén de
este mecanismo y no en base a la mera modificacién (aumento o

disminucién) de un parametro descriptor.
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6-1. Relaciones estructura-actividad en el analisis de 1la

familia de congéneres.

6.1.1-Parmetros fisicoquimicos clisicos como descriptores

molecul ares.

Los parAmetros ma&s usados, y el contenido fisicoquimico
asociado a cada uno de ellos se describieron en el Capitulo III. La
forma funcional que expresa la dependencia de la actividad biolégica
con cada uno de tales paré&metros es propia de cada una de las familias
consideradas.

Sin embargo, teniendo en cuenta el nUmero de paréametros
definidos y la posibilidad de combinar dependencias cuadraticas y
lineales en uno o mas pardmetros, el numero de ecuaciones de ajuste
que pueden plantearse para una familia dada resulta demasiado elevado.
Por otro lado , resulta obvio que carece de sentido el cotejar todas
las posibles dependencias funcionales en busca de un ajuste estadistico
vacio de significado fisico. La forma de la dependencia debe ser tal
que represente un modelo aceptable de interaccién. En el marco de 1la
aproximacién extratermodindmica, las dependencias complejas de 1la
actividad con parémetros fisicoquimicos se originan generalmente en
contribuciones hidrofébicas (dadas las caracteristicas propias de los
procesos de reparto) pudiendo también 1los términos electrdnicos
originar dependencias cuadraticas (por factores cinéticos o de las
contribuciones mismas tales como interacciones dipolo-dipolo). lo cual
no se contrapone a los conceptos fisicoquimicos que dieron crigen a la
definicidén de estos parametros.

La introduccién de relaciones complejas a través de
pardmetros de hidrofobicidad [178,179] se basa en el planteo de etapas
de distribuci®n (partici®n) de la droga entre las fases hidrofdébica vy
acuosa, simuladas , en un modelo multicompartimental, por barreras que
la droga puede atravesar o no. La simulaci®n matemdtica del transporte

a través del sistema multicompartimental conduce a un conjunto de
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ecuaciones diferenciales de cuya resolucién se obtienen relaciones
parab&dlicas entre el logaritmo de 1a concentracién en el ultimo
compartimiento, que representa al receptor. y el parametro hidrofébico
[180-182]. El1 posterior anadlisis probabilistico del factor hidrofébico
([183] v la posible asignacién de distintos volUmenes a un dnico
compartimiento [184-187] resulté en una dependencia que responde a un

modelo bilineal <(ec. 6.1), el que s&lo satisface 1la ecuacién
cuadratica para igugldad de los coeficientes de la rama ascendente vy

descendente de 1a curva
log A = a log P -~ b log (BP + 1) + c (6.1)

Los efectos hidroféhicos engloban tanto la hidrofobicidad
de las drogas en su interaccién con el receptor como en su transporte
a través de las membranas celulares. Si bhien el modelo compartimental
se fundamenta en el analisis de este ultimo efecto, relaciones
semejantes se obtienen de la consideracién de las interacciones
hidrofébicas propiamente dichas. En este caso la rama ascendente se
asocia a la proporcionalidad del estimdlo con el grado de ocupacilon
del receptor (y, ec.5.1.4), mientras que la rama descendente se
origina en la inihibicidén de esta interacci®én para estructuras de 1la
molécula droga de tamafic tal que la conformacién apta para la
interaccién no puede lograrse (modelo cut-off [188]).

La expresi®¢n mas general considera al receptor como un
compartimiento mas y emplea el modelo multicompartimental para la
descripcién de ambos efectos, asumiendo gque [189]

¥ todo sistema bioldgico
consiste en t compart imientos lipofi licos (tejidos, lipidos,
proteinas, etc) con voltmenes Vi’ un compartimiento acuoso con volumen

Vw y un receptor R,
X el sistema se encuentra

en equilibrio termodinamico, obedeciendo, la distribucién de la droga,

la ley de Nernst,
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* la actividad biolégica
es proporcional a la extensién de ocupacién del receptor y (ec.5.1.4)

X sélo una pequefia
proporcién de la cantidad total de droga presente est4d unida al

receptor.

En base a estas consideraciones se obtienen expresiones
semejantes a la ec.6.1 que, respondiendo a la 1linealidad de 1la
porcién ascendente de 1la curva, divergen notoriamente en la

complejidad de la porci¢n descendente, ls cual responde, a menudo, a

una dependencia parab®lica (Fig. 6.1)

a4 .

~

Figura 6.1- Curvas modelo que describen la dependencia de 1la
actividad biclégica con el paréametro hidrofdébico.
——— - modelo bilineal
~---- modelo psrabdlico

modelo cut off o dependencias mads complejas

para la rama descendente de la curva.
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En escasas oportunidades log pardmetros electrénicos (o,
8, R) conducen a dependencias complejas de la actividad bioldégica. La
existencia de tales dependencias complejas puede estar indicando 1a
convergencia de ma&s de un efecto electrdénico del sustituyente [190]
siendo, en consecuencia, separables en dependencias simples en cada
uno de los efectos. Dejando de lado los pardmetros quimico-cuanticos
(clasificables también como descriptores electrédnicos), el empleo de
parimetros experimentales conduce a relaciones complejas 1indicativas
de procesos cinéticos en miAs de una etapa o propias del tipo de
interaccidén descripta.

Relaciones parabdlicas o bilineales en la dependencia de
la actividad con parametros estéricos indican la existencia de un
tamafio éptimo del sustituyente en relacién al logro de una interaccién

efectiva con el receptor.

- Su aplicacidn al anadlisis de la familia de derivados de 1la

Bencidrilamina -

De acuerdo a 1lo discutido, se analizaron distintas
dependencias de la actividad biolégica de la familia de congéneres con
pardametros fisicoquimicos clasicos usados previamente (Capitulo III)

para la correcta seleccién de los elementos de esta familia.

Sin pretender asignar valor predictivo, ni aun
interpretativo a los analisis estadisticos sobre un numero
cuestionable de grados de 1libertad [191], la eleccién del mejor

descriptor molecular para la serie encierra una doble finalidad:

- Elegir el
mejor parédmetro descriptor para su posterior empleo en el disefio de
las modificaciones &a realizar sobre la estructura mas activa

(optimizacidén del lider)
- Comprobar la

correcta selecci®n de los elementos de 1la familia de congéneres,

caracterizada por una mocdificacién cuantificable de la actividad
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bioldgica en respuesta a cada ‘cambio estructural. Lsa correcta
seleccidn implica también la posibilidad de su descripcién mediante el
empleo de un paréametro adecuado, lo cual indica que las modificaciones

elegidas actdan sobre un 'inico mecanismo de interaccién.

Teniendo ésto presente se analizaron tanto correlaciones
monoparamétricas (lineales, bilineales y cuadraticas) como también
bi- y triparamétricas.

Las dependencias lineales monoparamétricas de la
actividad antiespasmédica (pDé) con paradmetros hidrofdbicos (log P)
(Fig.6.2), estéricos (MR) (Fig.86.3) y de contenido mas
complejo, dependiente en realidad del conjunto en analisis

(xv) (Fig.6.4), indican, en su comportamiento estadistico, la correcta

eleccidén de los derivados.
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Figura 6.2- Dependencia lineal de la actividad antiespasmédica

con el paréametro hidrofébico (log P).
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Figura 6.3- Dependencia lineal de 1a actividad antiespasmédica

con el paradmetro estérico (MR).

No se analiza la dependencia de la actividad
antiespasmédica con un descriptor electrénico dado que, en la
consideracidén simultédnea de dos posiciones de sustitucidén (grupo
aromatico y Nitrégeno aminico), el conjunto total queda naturalmente
particionado en dos subconjuntos demasiado pequefios para cualquier

analisis estadistico significativo.
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Figura 6.4- Dependencia lineal de la actividad antiespasmédicsa

con el parametro Xv.

Las correlaciones bilineales o cuadraticas en un unico
parametro resultan estadisticamente no significativas (Tabla 6.1),
segun deriva del valor de F, a pesar de los valores aceptables del

coeficiente de particién para una primera aproximacién estadistica.
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YVariables relaciones bilineales relaciones cuadriticas
descriptoras

analizadas r S F r S F

log P 0,855 0,334 6,03 0,881 0,310 10,39

MR 0,873 0,350 5,32 0,867 0,327 9,04

X 0,855 0,372 4,54 0,854 0,341 8,08
Tabla 6.1 - Pardmetros estadisticos asociados a las correlaciones

monoparamétricas de 1a actividad biolégica con
descriptores fisicoquimicos clasicos.

r: coeficiente de correlacin,

s: desviacién standard,

F: intervalo de confianza.

Las correlaciones bi y triparamétricas resultan

estadi sticamente comparables a las monoparamétricas, (ecs 6.2-6.5).
hilineales Y CUadmé"w’c&s,y,e\ﬂ CINS QU MY N, WO m‘o)mkca'kv&s.

5 = 0,498 (t1,22) MR + 0,272 (¥1,86) 2"+ 1,942 (I8,72)

- g r = 0,869 s = 0,324 F = g,27 (6.2)
5 = 0,308 (0.74) MR + 0,398 (¥0,72) logP + 2,295 (¥1,73)
=9 r = 0,899 s = 0,286 F = 12,69 (6.3)
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pD, = 0,309 (¥1,28) 2" + 0,484 (%0,82) 1ogP + 0,687 (*4,57)
n = 9 r = 0,888 s = 0,301 F = 11,186 (6.4)
pD, = 0,374 (*1,27) MR - 0,152 (*2,08) x” + 0,427 (t0,92)
logP + 2,942 (%9,10)
n = 9 r = 0,900 s = 0,313 F =17,11 (6.5)
Siendo siempre menos clara su interpretacidn
fisicoquimica y , por consiguiente, maAs complejo el disefio de

modificaciones que logren el cambio previsto de ambos parametros en
forma simulténea, se opta, frente a esta “equivalencia estadistica’,
por una cuantificacién monoparamé¢trica de la actividad biolégica.
Entre los parédmetros analizados se eligi®, en primera aproximacién, un
descriptor hidrofdébico en o1 conocimiento de que, dada 1la similitud
del peso estadistico de las corrvelaciones obtenidas, no es posible
tener la certeza a priori de que, al agregar nuevas estructuras al
conjunto en andlisis, puede resultar mds conveniente el empleo de otro

descriptor.

l.a bondad de las correlaciones obtenidas, que responden a
un correcto comportamiento estadistico, sin oponerse a la
interpretacién fisicoquimica que Jjustifique el cambio de las
propiedades en respuesta a las modificaciones introducidas via
"mecanismos tipo" de interaccién bioldgica (ya que la buena
descripcidn se logra para un parametro especificamente definido para
un mecanismo de accidn no' competitivo metactoide) permite definir,
sobre la certeza de la correcta eleccidn de la familia de congéneres,

la estructura lider como aquella de mayor actividad bioldgica.
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Pretendemos que esta estructura 1lider no sélo caracterice 1la
maximizacién de la actividad bioldégica sino que, al mismo tiempo, vy
sobre el conocimiento de los efectos que produjeron un aumento de
actividad desde la estructura inicial (prototipo activo) defina 1las
modificaciones estructurales que permitan continuar trabajando

racionalmente en la etapa posterior de coptimizacidén del lider.

Para un mejor conocimiento de estos efectos cabe, recién
en esta etapa, intentar un andlisis ma&s complejo que aportard, en la
medida en que sea correctamente realizado e interpretado, informacién

de mucho valor en el disefio posterior de las modificaciones.

6.1.2- Emplec de métodos quimico-cusnticos para la
caracterizacidn de las estructuras (elementos de la

familia de congéneres).

De acuerdo a3 las discusiones previamente presentadas, los
métodos quimico cuanticos, aunque ofreciendo una mejor descripcidn de
las caracteristicas electrdénicas de las moléculas que los parametros
derivados de relaciones lineales de entalpia 1libre (LFER), no se
emplean sistematicamente en andlisis QSAR debido a 1los costos vy
dificultades inherentes a su calculo. Su empleo cobra, sin embargo,
creciente importancia debido a que los valores derivados dependen, sin
excepcién, de la conformacién de la molécula-droga y, por lo tanto, la
representan, siendo hov en difa unadnime la aceptacién de la existencia
de una conformacién 4ptima de una molécula droga para su interaccidn
efectiva en un sitioc especi{fico.

Considerando las moléculas como una unidad, 1los métodos
quimico-cudnticos se basan en el anadlisis de las funciones de onda que
describen un dado sistemz y sus energias asociadas en distintos
niveles de aproximacién. Correspondiendo los tratamientos mas
rigurosos a métodos ab-initio (a primeros principios), su

potencialidad resulta acotada por la restriccién de su aplicacién a
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sistemas sencillos (pocos atomos de bajo numero atédmico), 1lo cual

requiere un fraccionamiento y "an&dlisis por porciones" de la molécula
droga. La correcta descripcién de una molécula no puede, obviamente,
fundamentarse en una descripcién rigurosa de sus porciones
estructurales negligente del entorno molecular. Mejores resultados se
obtienen mediante el empleo de métodos que, mas gruesos en cuanto a la
consideracidén de cada una de las 1interacciones presentes en 1la
molécula, permiten, mediante una simplificacidén adecuada del problema
abordado (tales COomo las asignaciones numéricas definidas,
experimentales o calculadas a primeros principios, a funciones de onda
orbitales) derivar datos que describen 1la molécula como wuna dUnica
unidad estructural, resultando, por lo tanto , de 1indiscutible
importancia el an&alisis conformacional dada 1la influencia de cada
centro (Atomo) sobre el resto y la dependencia de esta influencia con
la distancia mutua entre las porciones interactuantes.

lLa opcién de simplificacidn de metodologia en lugar de
simplificacion de ectructura conduce al empleo de métodos
semiempiricos de cidlculo, denominacidén derivada de la introduccién de
pardmetros empiricos para la simplificaci¢n de los procedimientos de
calculo. Sin considerar oportuna wuna discusién de 1los beneficios
relativos asociados a cada uno de los distintos métodos, interesa
solamente consignar que el empleo de Hiuckel Extendido (EHM) permite el
tratamiento de sistemas extensos en cuanto al numero de bases
(Atomos/nUmero atémico) al definir las interacciones a través de los
orbitales de valencia , teniendo en cuenta las interacciones mas
internas (carozo-caroczo, nlicleo-nucleo, nuicleo-carozo) como términos
correctivos, mutuamente cancelables para las geometrias
correspondientes a los sistemsas en equilibrio [103].

Ciertamente, la definicién de 1la conformacién de la
molécula droga resulta el puntoc mas vulnerable de esta metodologia. En
primer lugar, no se conoce la conformacién de la molécula droga en
el momento de la interacci®n. Tal conformacién estarad determinada por
los requerimientos del sitio especifico (receptor bioldgico) y sera

probablemente la misma pava una dada familia de congéneres, en el
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entorno del farmacdforo, entendiendo por farmacdforo un arreglo
especifico de Atomos (ensamble) cuya presencia en 1la droga resulta
condicién necesaria y suficiente para la produccién del estimulo va
que

- representa el ensamble que reconoce el receptor,

- interactda con ¢éste satisfasciendo los requerimientos
conformacionales dindmicos que tal interacci®n implica,

- logra la inducci®n del estimulo a través de la perturbacién

especifica que puede involucrar nuevas modifiaciones conformacionales.

Dado que tampoco puede precisarse la porcién estructural
que define el farmacdforo para el conjunto que nos ocupa (y es
diff{cilmente identificable cualguiera sea el conjunto de sustancias
biolégicamente activas) se opta por trabajar con 1la conformacidn de
minima energia [15,192], en el conocimiento de que , desviaciones no
facilmente explicables de un compuesto del comportamiento asignable a
los demds deben llevar a descartar su evaluacidén por este método, por
no poder ser superable esta etapa asociada al cadlculo en relacién a
este compuesto individual.

Admitiendo la eleccidén de 1la conformacién de minima
energia como standarizacién de las condiciones de andlisis de las
distintas estructuras, resunlta obviamente compleja la eleccién de esta
conformacién mediante técnicas de "prueba y error”, basadas en la
comparacién de las energias calculadas para las distintas geometrias
que describen las conformaciones posibles. De la consideracién de las
posibles torsiones angulares de la estructura mas sencilla (prototipo
activo, Bencidrilamina) alrededor de cada uno de 1los enlaces que
definen su geometria, resulta facilmente comprensible 1la posibilidad

de elegir una conformacién molecular asociable a una energia minima
| relativa, no correspondiente en forma exacta a la energia mas baja
entre todas las correspnndientes a las posibles estructuras
tridimensionalss. El andlisis conformacional representa en s{ mismo un
problema combinatorio. Un an4dlisis que involucre rotacién en 3600

mediante incrementos de A ¢grados alrededor de N enlaces distintos,
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requiere la evaluacidn de (360/A)N conformaciones. El1 numero de
conformaciones aumenta exponencialmente con el numero de enlaces,
pudiendo llegar al orden de 105—108 para incrementos pequefios [193].
Este numero se reduce notoriamente mediante la aplicacién del criterio
quimico a la eleccidén de las estructuras estereoespaciales probables,
en base a una minimizacién e efectos de superposicién orbital por
visualizacién a través del empleo de estereomodelos que simulan, en
escala, el esqueleto molecular (dreiding stereomodels).

Debido al considerable grado de probabilidad de que la
conformacidn resulte erréneamente estimada por técnicas
quimico-cuénticas, se han desarrollado métodos basados en principios de
la mecénica clasica La molécula se reduce a un conjunto de
particulas definible como tal por la existencia de fuerzas elasticas o
arménicas entre ellas. Estas fuerzas pueden expresarse por una funcién
potencial empfirica y 1la energia conformacional se calcula, en
consecuencia, como la suma de interacciones no enlazantes sobre todos
los &tomos que constituyen la molécula, considerando la variacién de

sus distancias mutuas relativas.

Las contribuciones ma&s importantes a esta funcién
potencial provienen de interacciones atractivas y repulsivas no
enlazantes, deformaciones de los enlaces, enlaces Hidrégeno, tensiones

torsionales e interacciones electrostidticas. Debido a la mayor rapidez
del c&lculo en relacién al empleo alternativo de métodos semiempiricos
para el analisis de un mismo problema, éstos permiten una exploracién
rapida de todo el espacio conformacional. La precisién alcanzable
depende directamente de la adecuada parametrizacién (seleccidén de los
potenciales) de los grupos funcionales de 1las moléculas. Varios
sistemas de c&lculo se han desarrollado en base a estos principios
[192], empledndose para todos ellos la definicién general de métodos
de modelado molecular [197,194]. Dado que no proveen informacién
suficientemente preciss sobre las propiedades electrénicas, se emplean
métodos clasicos y cuanticns en forma conjunta, aproximando la energia
de la hipersuperficie por potenciales empliricos simples y calculando

luego cuanticamente puntos definidos de especial interés (maximos,
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minimos, puntos de ensilladura)

En este esquema deneral de trabajo se emplearon métodos
de modelado molecular para la eleccién de la conformacién de minima
energlia de cadavwno de los derivados (familia de congéneres, Fig.4.1),
evaluando luego cuadnticamente (EHM) las carateristicus electrédnicas de

la estructura que la define [106].

a- Analisis conformacional. Model ado molecular.

Los métodos de modelade molecular eligen 1la conformacién
6ptima como aquella que minimice la energia asociada a interacciones
intramoleculares definidas a través de potenciales empiricos (campos
de fuerza) caracteristicos de unidades estructurales , permitiendo, a
través de una parametrizaci®n adecuada, el cadlculo de la energifa que
corresponde a cada geometria molecular.

La primera etapa del cadlculo consiste, por 1lo tanto, en el
analisls de la geometria molecular generada en la computadora por
procedimientos graficos o por definicidn de las coordenadas
(cartesianas o internas). La interaccidén grafica con 1la computadora
aumenta la eficiencia del an&lisis conformacional va que la
visualizacidén esterecespacial de las estructuras permite una mejor
programacién de las modificaciones angulares a realizar , tales que no
sean incompatibles con la estructura real asequible.

El modelo estereoquimico generado en esta rutina inicial sirve
como geometria inicial del an&lisis conformacional . Las condicilones
de este andlisis deben definirse especificando los incrementos, nudmero
total de grados y enlaces afectados a 1la rotacién, ademas de 1los
detalles del método (tipos de potencial ) y la forma de presentacidn
de los resultados ( energia de cads confermacién, geometria de una

conformacién determinada)
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El andlisis del conjunto de derivados presentado en este
trabajo se basa en el empleo de Macromodel (Macromodel Molecular
Modelling System) [195,1961 para el modelado de 1las estructuras,
definiendo grAficamente las geometrias y empleando los campos de
fuerzas segun Allinger (MM2){197] para 1la simulacién de los
potenciales internos, considerando las correcciones existenteé desde
los inicialmente parametrizados [198] hasta su inclusién en los
métodos de modelado molecular.

El calculo de las energias conformacionales en base a 1la
consideracién de la existencia de 1interacciones mutuas (expresables
por potenciales clasicos) entre las distintas porciones moleculares
puede realizarse en distintos niveles de aproximacién. El1 empleado en
este caso contiene todas las modificaciones existentes a la fecha que
optimizan la mecénica molecular (MM2) de Allinger original [112],
tanto en relacién al calculo més exacto de 1los distintos parémetros
tales como las energias de torsion o campos de fuerza [198] como a 1la
parametrizacién de nuevos grupos funcionales [200]. La parametrizacién
de grupos funcionales deriva inicialmente del anadlisis espectral de
moléculas pequefias, las mas pequefias que puedan contenerlos. Dado que
se asume , en primera aproximacién, que las caracteristicas grupales
se mantienen al variar el entorno molecular, los valores se modifican
ligeramente de forma tal de representar simultdneamente , 1lo mas
fielmente posible, las caracteristicas estructurales del grupo en
cuestién en varias moléculas sencillas.

Las energlas calculadas tienen en cuenta varias contribuciones
[192]:

Etotal - Eestiramiento * Ebalanceo+ I"zamgular-{A Evan der Waals
B + E (6.6)
electrostatica enlace Hidrégeno

Cada uno de 1los términos individuales tienen posiciones
preferenciales de equilibrio (longitudes angulares, angulos de enlace,

Angulos diedros, distancias de interaccién de van der Waals, etc.) vy
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constantes de fuerza que puerden ser conocidas experimentalmente o
estimadas tedricamente. Kl "campo de fuerzas consiste, por lo tanto ,
en un conjunto de funciones analiticas de energia y su conjunto de
parametros numéricos asociado. La energia total de una molécula dada
serad la suma de varias contribuciones individuales.

La minimizacién de energia en mecénica molecular involucra una
sucesidén de cdlculos iterativos en los cuales una conformacidén inicial
se somete a completa optimizacién de la energia. Los parametros que
definen 1la geometria del sistema se modifican por sucesivos
incrementos hasta que la energia estructural total alcanza un minimo
local, guiando 1a minimizacién a través de 1las derivadas primera vy
segunda de la funcidn energia. La minimizacién de energia finaliza al
encontrar el primer minimo local, independientemente de su
profundidad. Mediante una investigacidén sistemdtica se explora, a
partir de geometrias inicilales distintas, el espacio conformacional de
la molécunla, en busca del minimo absoluto.

Las mismas consideraciones permiten el calculo de 1la
distribucién de carga en la molécula v , en particular, sobre cada uno
de los centros atémicos.

Sin embargo, dado que el método fue inicialmente parametrizado
en base a las geometrias grupales, no tiene la misma precisién en
relacién al calculo de otros parametros (asi como es conocido que el
MM3 es mas adecuado para el calculo de frecuencias vibracionales). En
consecuencia, el método presentado sélo se emplea como descriptor
geométrico. Las geometrias que minimicen las energias asociadas a
las interacciones descriptas en 1la ecuaci®on (6.6) definen la
conformacién éptima.

En esta forma se seleccionaron las conformaciones de minima

energia de : Bencidrilaminsa (BBZ), 4-metilbencidrilamina (BBB)’
4-metoxibencidrilamina (BBIU)’ 4-met.i]l ,N-metilbencidrilamina (ABlG),
N-metilbencidrilamina (ABlﬂ)’ N,N-dimetilbencidrilamina (AB4), N,N, -

dietilbencidrilamina (AB7), 4,4 -dicloro-N-metilbencidrilamina (ABZB)
(Fig. 6.5-6.12).
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Figura 6.6- 4-Metilbencidrilamina (BBB)' Estructura correspondiente
la conformacién de minima eneregia segin resulta del
andlisis por, Macromodel.

a) Estructura estereoespacial.
b) Modelo estereoscédpico.
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Figura 6.7- 4-Metoxibencidrilamina (BBIO)' Estructura correspondiente
a la conformacién de minima energia segin resulta
del andlisis por Macromodel.

a) Estructura estereoespacial.

b) Modelo estereoscdpico.
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Figura 6.9- N-Metilbencidrilamina (ABIO)' Estructura cc:respondiente

a la conformacién de minima energis segdn resulta del
andlisis por Macromodel.
a) Estructura estereoespacial.

b) Modelo estereoscépico.
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Figura 6.11- N,N-Dietilbencidrilamina (AB,). Estructura correspon-
diente a 1la confo:macién de minima energia segin resulta

del andlisis por Macromodel.
a) Estructura estereoespacial.

b) Modelo estereoscépico.
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Figura 6.12- 4,4 -Dicloro-N-metilbencidrilamina (ABZB)' Estructura
correspondiente a la conformacién de minima energia segin
resulta del andlisis por Macromodel.

a) Estructura estereoespacial.
b) Modelo estereoscédpico.



Las energlas calculadas representan correctamente los valores
relativos de cada conformacién. Sin embargo, dado que su calculoc se
fundamenta en 1la consideracién de potenciales clasicos para la
representacién de la mblécula droga, no tienen la misma fuerza que las
calculadas como suma de energias orbitales. Los descriptores
electrénicos derivados de estos calculos (momentos dipolares, etc) se
encuentran afectados de la misma impresicién [197].

En consecuencia, luego de 1la eleccién de 1la conformacidén
Sptima (minima energia) de cada una de las estructuras, se emplean
métodos quimico-cuanticos (basados en la teoria de orbitales
moleculares) para 1la descripcién electrénica y el calculo de

parametros de cada una de las moléculas

b- Metodos quimico-cuanticos para el calculo de descriptores

molecul ares. Hueckel Extendido.

Los tratamientos descriptos en 1la seccié$n anterior pueden
realizarse, en principio, empleando métodos quimico cuadnticos,
usando la ecuacién de Schrddinger para el calculo de las energias en
el marco del formalismo de la teoria de Orbitales Moleculares (OM).
5in embargo, segun se comenté previamente, resulta excesivo el tiempo
de cémputo asociado, tanto en relacién al empleo de métodos a primeros

principios como semiemplricos.

El método elegido para el andlisis de esta serie (EHM) permite
un célculo suficientemente preciso de sistemas extensos (hasta 50
dtomos). La precisién inherente a los resultados obtenidos, para una
adecuada optimizacién previa de las geometrias moleculares, depende de

una correcta lectura de su significado. Debe tenerse presente en
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relacién al empleo de me¢todos semiemplricos, su potencialidad para 1la
descripcién de tendencias de variacién de una propiedad por
modificaciones especificas en un sentido determinado. Los parametros
electrénicos calculados de esta manera no tienen la fuerza de
cuantificadores absolutos, comparables con 1los datos experimentales
(si1 existiera, por otro lado, certeza en relacién a 1la precisién de
tal dato experimentalj sino la fuerza de una correcta descripcién del
sentido y magnitud relativo de 1la modificacién de sus valores en
respuesta a las modificaciones estructurales introducidas. En relacién
a este tépico, gue ha sido tema de frecuentes discusiones,no se
considera valida la descalificacién de un me¢todo semiempirico frente a
otro. Cada método es mas adecuado para el analisis de un problema
particular, dado que implican aproximaciones (simplificaciones)
distintas vy emplean magnitudes de diversa indole (electrdnicas,
geométricas, espectroscodpicas) en su parametrizacién. En este aspecto
el Hickel Extendido, al no despreciar el solapamiento orbital vy
parametrizar electrdénicamente el sistema, resulta particularmente apto
para el cadlculo de descriptores electrSnicos.

En un contexto estrechamente vinculado con la quimica orgéanica
v, en relacién al farmaco con el cdlculo de parametros descriptores
moleculares resulta de interés presentar los fundamentos del mé¢todo de

Hueckel Extendido [103] a través de la discusién de sus similitudes vy

diferencias con el mas rudimentario, pero de gran utilidad en
fisicogquimica orgéanica , mé¢todo de Hueckel CHueckel Molecular Orbital
- HMOD> [99].

Aungque basado en los principios de de la mecanica cuantica,
este ultimo tiene 1la importancia de racionalizar la experiencia

empirica relativa a los sistemas n-electrdnicos, considerando

i) orbitales moleculares (OM) pr’ autofunciones de un
Hamiltoniano monoelectrénico efectivo Hh propio de 1la configuracidn.
El estado de este sistema queda entonces descripto por la ecuacién a

autovalores
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ﬁh@ = £ p (6.7)
r rr
donde $. es el résimo MO y €. su energia.

Considerando Unicamente el aporte de los electrones m a
la determinaci®én de las propiedades caracteristicas de los sistemas en
estudio, los nucleos y electrones o definen un carozo responsable del
campo de potencial que sienten los primeros, lo cual conduce a 1la

expresioén del Hamiltoniano electrénico segtn

An ”~ ”~ Ca ~ ~

H'= 5 (T.+ V.%°T®) 1 5 e2/r.. = 5 (§C°Fe; y7y = ¢ gh (6.8)
) i i L ij ; i i . 1
i i<j i i

siendo : i, j indices que caracterizan los electrones =,

Ti el operador energia cinética del electrén iésimo,

Vi el operador energia potencial del mismo -electrén en el
campo definido por el carozo,

ez/r.. el término que tiene en cuenta los efectos de

1]
repulsién entre los electrones i¢simo y jésimo.

La segunda igualdad de la ecuacidén (6.8) define

- T, + ycore V- s el/r .. (6.9)
i i 1757 ij

Tcore
H:
i

~

Vq como el potencial efectivo que actda sobre el electrdn i debido a
la influencia de los dem&s electrones y permite expresar el H total

como una suma de términos monoelectrdénicos.
iid La expresi®n de los OM como combinacién 1lineal de
orbitales atdémicos (CLOA), correspondiendo un orbital atdémico a cada

uno de los centros comprometidos en la definicién de la molécula

¢ = X ¢ X (6.10)
u
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iii> El1 empleo del Teorema Variacional para el calculo de
los coeficientes C s asociados al conjunto 6ptimo (de menor energia)
de OHNs.

La combinaci®n de las ecuaciones (6.7) y (6.10) indica:

5o (A
I

- &)x, = © (6.11)
y u

ecuacién que, trabajsda matemAticamente en el campo de 1las funciones

complejas:

“h )
i ¢, (xp/H/x > -2 <x,/x>) = o (8.12)
equivale a
z cu (va - £ Sv“) = 0 (6.13)
L
al introducir las definiciones de H y S.
vu VU
H o o= «x /iM% > S = <x /x> (6.14)
v v I¥] ? VL v )

Del cumplimiento de la ecuacidén (6.12) resulta el requisito

=0 (6.15)

como Unica solucidn distinta de la trivial.

Si N orbitales atdmicos participan en la definicién, como
combinacién lineal, de cada OM, se obtienen, de 1la resolucién del
determinante secular, N valores de energia asociados a los N OM
linealmente independientes que pueden construirse a partir de éstos.

Si €. €s una solucién especifica, su sustitucidén en las
ecuaciones seculares permite obtener relaciones entre los
coeficientes, cuyos valores' absolutos se conocen con el aporte

adicional de la condicién de normalizacidén
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<Wx'/‘o*s) - 6rs (6.18)

que expresa el buen comportamiento de las funciones orbitales.

iv) La introduccién de reglas empiricas que simplifican
la evaluacién del determinante secular, responsables de 1la restriccién
del empleo del HMO a compuestos planos no saturados

¥ solapamiento diferencial nulo, aun entre vecinos

mas préximos

<xu/xu> = 8 =6 (6.17)

Uy e

~

* Los elementos diagonales del Hamilteoniano HMu

(integrales de Coulomb) tienen el mismo valor para todos los 4tomos de

Carbono:
H - < H/x > = o 6.18
" x, /M, ( )
¥ Los elementos no diagonales H#v (integrales de
resonancila ) tienen valor constante, distinto de cero, para u,v

vecinos mas préximos

H“D = <Xp/H/Xv> =3 #, v = veclnos préximos
=0 1, v £ vecinos préximos (6.19)
Valores distintos, expresables en funcién de

éstos, se han calculado para heterocAtomos a través del ajuste de
cdlculos HMO a valores experimentales, extendiendo su aplicacidén a

moléculas que contengan Atomos distintos que Carbono
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El conocimiento de las energias (en términos de a vy i) vy
de los coeficientes de peso en 1la expresién de 1los orbitsles

moleculares a través del cdlculo determinantal, permite el caAlculo de

energias d s ] i 1S i

glas de deslocalizacidén m, EHOMO’ ELUMO’ densidades de carga mn u
Sdrdenes de enlace m-electrénicos entre Atomos adyacentes, ademas de
otros parédmetros (findice de valencia 1libre, momentos dipolares)

calculables a partir de los anteriores.

Las mismas consideraciones i)-iii), dejando de lado las
reglas empiricas, simplificativas del cédlculo iv), permiten delinear
los criterios sustentativos del método de Hiickel Extendido el cual,
relajando las aproximaciones mas crudas del HMO permite el c4lculo de
cualquier entidad quimica moléculas organicas a inorganicas,
saturadas o insaturadas, radicales o especies cargadas.

Conservando su naturaleza empirica monoelectrénica:

¥ No desprecia el solapamiento orbital,
considerando la interaccién entre todos los 4tomos que componen la
molécula como una funci®én dependiente de 1la distancia.

* Los términos no diagonales del Hamiltoniano
electrénico no se limitan a vecinos mds prédéximos, satisfaciendo una
dependencia funcional con la distancia semejante a 1la inherente al
solapamiento orbital.

* Considera en forma implfcita 1los electrones
internos que definen un carozo electrénico no polarizable. Lejos de
separar los sistemas ¢ y n electrdnicos, el carozo estid definido , en
el marco de EHM, por los electrones distintos a los de valencia, en
lugar de estarlo, como en el HMO, por los electrones o (distintos a los
m).

¥ Al considerar el efecto de todos los electrones
de valencia la teorfia no se limita a sistemas p}anos.

) ¥ Los términos diagonales (HUM) y no diagonales
(Huv) del Hamiltoniano se aproximan, en el marco del razonamiento
semiempirico, pero en formasmenos cruda que en el HMO, distintivas

del tipo de orbital atémico y del &4tomo mismo
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Los términos diagonales se igualan al valor
negativo de los potencisles de ionizaci®én de valencia (Valence Orbital

lonization Potenttals - VOIP> del orbital atémico correspondiente

Huu = —VOIP(XD) (6.20)
resultando asi 1la definici®n de un &tomo dependiente también de 1a
carga que lo caracteriza en el sistema en el cual se lo define.

La integral de resonancia se calcula en funcién
de ésta de acuerdo a la ecuacién de Wolfsberg-Helmholtz [201]

~ -~ ~

=k S (H

pw uo (HpytHy 072 (6.21)

donde k=1,75 [202], S es la integral de solapamiento , que contiene la
dependencia con la distancia y se construye sobre orbitales atémicos
definidos como funciones de Slater monodeterminantales. Esta forma de
aproximacién de los términos bicéntricos en funcidn de los
monocéntricos se basa en la aproximacién de Mulliken [203], que
aproxima el valor esperado (<xy/§/xv>) de una funcidén f, definida en
la regién compredida entre los origenes de coordenadas de xu v X, Vv

sim®trica alrededor del punto medio entre esos dos origenes por
<Xu/f/xv> ” (SHD/Z)(<Xu/f/XU> + <xv/f/xu>) (6.22)

Un an&lisis poblacional de Midlliken [204] permite,
conoclidas las poblaciones orbitales, el cAlculo de densidades 1locales
de carga sobre los centros atémicos, energias orbitales, energfas
totales, EHOMO’ ELUMO‘

Al depender cada cuantificador de las distancias mutuas
entre 1los centros atdmicos, la mayor precisién de 1los valores
derivados del EHM no recae solamente en la mayor exactitud 1inherente
al método de <calculo sino también en su dependencia con la

conformacién particular de la moléculsa.

138



- Su aplicaci%n al analisis de la familia de derivados de 1la
Bencidrilamina.

De la descripci®n del método (seccidn 6.1.2-b) resulta
evidente que su aplicacién al calculo de parametros electrdénicos
(descriptores moleculares) requiere el conocimiento de los potenciales
de ionizacién, coeficientes y exponentes de Slater, que permitan la
expresién funcional de los orbitales atémicos para cada wuno de los
Atomos constitutivos de las moléculas de la serie (tabla 6.2), ademas
de las coordenadas espaciales (cartesianas) que definan la respectiva

geometria asociada al calculo.
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Orbital VOIP (eV) 4

1s H -13,860 1,300
2¢ 0 -32.30 2,275
2p 0O -14,80 2,275
2s C -21,40 1,625
2p C -11,40 1,825
2s N -26,00 1,950
2p N -13,40 1,950
3s C1 -30, 00 2,033
3p C1 -15,00 2,033
3d C1 -9,00 2,033
Tabla 6.2 - Parédmetros electrénicos que definen 1los orbitales
atédmicos (de ref. 202).
VOIP : Potencial de ionizacién de valencia del orbital

atdmico correspondiente.
¢ : exponente de Slater en la expresién de 1la funcidn

que describe el orbital atdmico.

Las coordenadas cartesianas son las que resultan del empleo
del Macromodel para la eleccién de la conformacién de menor energia.
Debe mencionarse como excepcién, la determinacién de 1la conformacidén
de la 4-Nitrobencidrilamina, para la cual debié usarse una laboriosa
metodologia de ‘“prueba y error” por no estar el grupo nitro
parametrizado en la mecénica molecular (MMZ2) de Allinger. Varias
geometrias posibles, cuya factibilidad se analizé con 1la ayuda de
modelos estereoespaciales, se estudiaron comparativamente, a través de
sus valores de energias totales calculadas por medio de Hiuckel
Extendido. La eleccién de 1la conformacién de minima energla se
encontraba inicialmente condigionada a la coherencia de las

expresiones estructura actividad que incluyeran los parametros que 1la
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representan. S&lo en base a la bondad de las correlaciones obtenidas
se adoptd la conformaci®n que minimizaba la energia total (suma de
energias orbitales) como geometria representativa de este compuesto
dentro de limites de tolerancia comparables a los asociables a 1las
determinaciones basadas en la consideracién de 1la existencia de
interacciones cl&sicas intramoleculares. La cuasi ortogonalidad de 1los
planos que contienen los anillos bencénicos, comin a los derivados
4-sustitufidos, llevd a una mayor confianza en la aceptacién de esta
estructura.

Entre los parametros electrdénicos se analizaron en particular
las densidades locales de carga sobre 1los centros atémicos y las

energias de los orbitales de frontera (E ELUMO)’ singularmente

’
asociadas a la reactividad quimica de 1asH222ecies.

El analisis de las densidades locales de carga permite evaluar
separadamente el efecto de cada sustituyente en las distintas
porciones estructurales. Debido a la mayor deslocalizacién de la carga
electrénica en las porciones aromaticas, la variacién de 1la densidad
de carga por sustitucién se torna particularmente evidente en el resto
>C<§<R.

R

Considerando la Bencidrilamina como compuesto de referencia,
la introducci®én de grupos donores/aceptores de electrones en un anillo
bencénico disminuir4/ aumentard la densidad local de cargs positiva
sobre el Carbono del bencidrilo. Por otro lado, la cesién parcial del
par de electrones no apareados del 4tomo de Nitrégeno puede ser
potenciada o no de acuerdo al grupo que se encuentre involucrado en la
N-sustitucién, disminuyendo o aumentando respectivamente esta densidad
local de carga positiva. El Atomo de Carbono del grupo bencidrilo se
muestra asi como un centro de particular importancia, ya que convergen
en €1 los efectos de ambos tipos de sustitucidn.

El logro de una buena correlacién de 1la actividad bioldgica
con la densidad loecal de carga puede considerarse indicativo e la
existencia de interacciones especificas donor-aceptor entre la droga vy

el receptor biolégico, o de fuerzas electrostaticas condicionantes de
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la efectividad de la interaccién que conduce a estimulo. En forma
general, si algun tipo de transferencia de carga estuviera involucrado
en el mecanismo de accién de la droga, la diferencia de energia EHOMO

ELUMO (AEHL) deberfia ser un buen descriptor de 1la actividad. Los
valores de la tabla 8.3 indican que la actividad aumenta cuando
disminuye este parametro, comportamiento asociable a una activaci®én de
la molécula como parte del mecanismo de accién que puede deberse a un
cierto carécter donor localizado en una porcién estructural definida o
a una transferencia de carga 1intramolecular que resulte en la
activacién de la porcidén responsable de la interaccidn. Esta
dependencia no es, sin embargo parametrizable ya que , si se
consideran simultaneamente todos 1los elementos de 1la familia de
congéneres, segun demuestra la ecuacid¢n 6.23, no se obtiene una buensa
correlacion

pD, = 5,799 - 0,494 AE (6.23)

HL

n - 9, r = 0,355, s = 0,334
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H-C - energia
; R R total \' S &
rqﬁiﬂ’ otal (eV) N C SH AEHL
BB13 NH2 NO2 H -1574,9210 -0,7360 00,2908 -0.00322 4,1505
882 NH2 H H -1244,0322 -0,7397 10,2890 -0,00341 3,8058
BBB NH2 Me H -1349,6739 -0,7400 0,2887 -0,003%6 3,7730
BBlO NH2 OMe H -1475,2351 -0,7408 0,2886 -0,00358 3,6200
AB10 NHMe H H -1349,2945 -0,7088 0,2881 -0,00380 33,9340
AB]B NHMe Me H -1454,8088 -0,7094 0,2860 -0,00430 3,9280
AB4 NMe2 H H -1453,4092 -0,8364 0,2291 +0,01800 3,7657
AB7 NEt2 H H -1660,1904 -0,8930 0,2382 +0,01400 3,2343
ABZB NHMe C1 Cl -1589,5521 -0,70086 0,2820 -0,00443 2,6347
Tabla 6.3.- Pardmetros electrénicos cuanticos que caracterizan los
elementos de 1la familia de congéneres.SN= densidad
local de carga sobre el atomo de Nitrdgeno del grupo
amino, &C= densidad local de carga sobre el Atomo de
Carbono bencidrtlico, &H= densidad local de carga sobre

el 4&tomo de Hidrégeno del

diferencia de energia HOMO-LUMO.
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A partir de la dependencia de la actividad biolégica con este
prarametro (AEHL) (Figura 6.13) resulta evidente que se deben

considerar separadamente:

- modificaciones por sustitucién en la
porcidén arilica,

|

modificaciones por N-sustitucién,

el efecto de ambos tipos de sustitucién en
un unico compuesto.

55+
, a BBng
r[l = = [ :-4':.\‘ -
il '.:]‘\_J -+ )
4.9 _":l'b7 hE /—.E’1 6
& a ‘t D
@ AE 0
4.0+ It
BB °°g BB
5.5+ O Q) 2
_ BEi .
) o
3.0 4 % | . + —
740 270 Z.00 330 .60 3,90 4. 20

Figura 6.13- Variacién de la actividad antiespasmédica, expresada como
pDé, en funcidén del parametro electrénico AEHL.
(0) derivados obtenidos por sustitucién en el ntcleo
aromatico
(@) derivados obtenidos por N-sustitucién,

(o) derivados modificados en ambos centros.
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Es as! inmediata, en este caso particular, 1la mencionada
subdivisién del problema total en subproblemas, cada uno de los
cuales, aunque con menor rigor estadistico, permite derivar
importantes conclusiones en relacién al criterio préactico orientador
de las posteriores modificaciones. Del analisis del conjunto total
resulta evidente que la actividad aumenta por 1la introduccién de
grupos que incrementen la disponibilidad del par de electrones del
Atomo de Nitrdgeno aminico. Del an4dlisis por subgrupos se concluye la
mayor eficacia de su introduccién en 1la porci®n arilica. La
comparacién de 1la diferencia de actividad bioldégica ABle—ABlo, que
difieren en una 4-metil sustitucidn, con la diferencia
g ¥ BBZ’

ausencia del N-metil sustituyente 1indica una cierta aditividad de

correspondiente entre BB que escribe la misma sustitucién en
ambos efectos, que permite una optimizacién de la actividad abordando
simultaneamente ambos sitios de sustitucién en el mismo sentido. En 1la
misma forma, cuando Atomos de Cloro , en lugar de grupos CH3 modifican
el grupo arilico se observa, Jjunto al aumento de actividad, wuna
marcada disminucién de la diferencia de energia entre el Udltimo
orbital ocupado y el primero desocupado, indicativo de una mayor
disponibilidad electrénica de la molécula mAs activa. El analisis
aditivo no puede hacerse extensivo a los casos de disustitucién sobre
el Nitrégeno aminico, dada la pérdida de 1independencia relativa de
ambos grupos al coordinar en un uUnico sitio de sustitucidn.

El andlisis de la correlacidn de la actividad con la densidad
local de carga confirma esta aseveracidn, ya que los derivados
N,N~-disustituidos no resultan correlacionables con la densidad 1local
de carga, ya se considere como centro el Nitrégeno aminico o el
Carbono metilénico. Los cambios en la densidad 1local de carga no
producen el cambio predecible en la actividad bioldédgica. La influencia

tan directa de la introduccidén de grupos voluminosos modificando el

entorno inmediato del resto >C—N<§, desvia nuevamente 1la atencidn
hacia esta porcién estructural. Cabe 1inferir entonces 1la probable
ubicacién del sitio activo en esa porcidn, asociada a las

caracteristicas electr®nicas de un centro atémicc, a la labilidad de
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un enlace, o a una conformaciédn definida por 1los requerimientos
estructurales del receptor. La introduccién de grupos voluminosos
impedirfa entonces el acercamiento al receptor o el 1logro de 1la
conformacién necesaria para una interaccién efectiva. E1 analisis de
las conformaciones de minima energia permite visualizar 1la falta de
disponibilidad del par de electrones del Nitrégeno aminico, que 1lleva
a asociar el efecto de disustitucién a un efecto estérico de grupos
voluminosos.

Si se considera la densidad local de carga sobre el Nitrégeno
aminico, sélo se logra una buena correlacién cuantificando el efecto
de sustitucidén sobre el nucleo. Los derivados que resultan de una
N-sustitucién modifican demasiado fuertemente este parametro, va que
la introduccién de grupos alquilicos induce una cesién parcial de
carga al Carbono a través de los electrones no -enlazantes del
Nitrégeno, que se refleja en una variacidn inversa de la densidad
local de carga negativa sobre este centro por introduccién del mismo
grupo en el grupo arilico o coordinado directamente con el Nitrégeno
(compuestos BB8 y ABlO,Tabla 6.3). Este efecto no influye en 1la
densidad local de carga positiva sobre el 4tomo de Carbono, ya que
este no es centro directo de sustitucidén. E1 pardmetro electrénico &C
disminuye por la introduccién de grupos donores de electrones, tanto

sobre el Nitrégeno aminico como en posicién 4 del anillo aromatico
(Fig. 6.14).
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Figura 6.14- Variacién de la actividad antiespasmédica, expresada como

rD,;,
(0)

(@)
(o)

Sélo es n
N,N-disustitucién

antiespasmédica,

en funcién del paréametro electrédnico &C.

derivados obtenidos por sustitucién en el nucleo
aromatico

derivados obtenidos por N-sustitucidn,

derivados modificados en ambos centros.

ecesario dejar de lado los derivados obtenidos por

para lograr una buena correlacién con la actividad

expresable por
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pD., = 71,215 - 234,1313 &C (B8.24)
n = 7, r = 00,9924, s = (0,0029

La densidad local de carga sobre el Atomo de Carbono del
difenilmetano resulta asi el meior cuantificador cuantico de 1la
actividad antiespasmédica de la familia de congéneres de la
Bencidrilamina. Sin embargo, no resulta sencillo predecir el sentido vy
magnitud de cambio de este pardametro ante cada sustitucién dada 1la
multiplicidad de factores que convergen a su definicién. Resulta st
concluyente la importancia de la introduccién de grupos que logren,
al trabajar sobre ambas posiciones de sustitucidn, un aumento de la
densidad local de carga sobre el Nitrégenoc aminico, para ellogro del

mejor aumento de actividad.

Las conclusiones m&s 1importantes que pueden derivarse del
andlisis quimico cuantico de esta familia pueden ennumerarse segun

1- La sustitucidén simultéanea posicidn 4- del grupo
aromdtico y sobre el Hitrégeno aminico genera la mejor modificacidén de
la actividad deseada.

2- La disustitucién sobre el Nitrégeno aminico inhibe 1la
actividad en lugar de incrementarla. Esto conduce a postular también
un tamafio critico del sustituyente en los casos de monosustitucidn.

3- El1 resto >C<H

N<
de 1importancia singular en la definicidn de la actividad

se muestra como una porcién estructural

antiespasmédica.
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Estas conclusiones guian la etapa siguiente de optimizacién de

la estructura lider, fundamentada en la confirmacién de las premisas

enunciadas

Cabe
andlisis de
importancia
estadistico

resultados.

en los puntos anteriores.

recalcar que las conclusiones expuestas derivan de un
subgrupos individuales. 1o que pone de manifiesto 1la
del empleo delcriterio quimico frente al mero analisis

de valores numéricos para la interpretacidén de los
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- GAPITULO 7 -

- Optimizacion del lider -



7.1 - LINEAMIENTOS DEL DI SENO DE LAS MODIFICACIONES
ESTRUCTURALES EN BASE A LA RACIONALIZACION DEL
COMPORTAMIENTO DE LA SERIE DE CONGENERES.

La aptitud relativa de los descriptores analizados para
cuantificar la actividad biolégica vuelve a direccionar la
investigacién a un tratamiento de ©prueba y error que resulta
obviamente 1inevitable en 1la superacién de ciertas etapas clave
definidas como parte de la misma. Estos anadlisis de prueba y error han
sido llamados fase sistemdtica de la investigacién, en la cual se
comprueba la validez o no de 1las hipdtesis generadas en la etapa
previa (fase creativa> [19].

Los distintos parédmetros clasicos analizados tienen una
fuerza comparable en la correcta descripcién del comportamiento
biolégico (figs.B.2-6.4, ecs.B8.2-6.5). No es dable, sin embargo,
extrapolar la validez de este comportamiento al aumentar el ntmero de
compuestos a incluir en la familia de derivados. Es 1la eleccién del
mejor pardmetro lo aque nos enfrenta nuevamente a la dualidad
verdadero-falso (fase sistematica). Sin deternos en consideraciones
intermedias, gue involucraron el empleo de otros parametros,
fundamentaremos la racionalizaci®n del comportamiento v la eleccidn de
las modificaciones sobre 1la elecci®n de 1log P como descriptor
molecular clasico. Elegido este parametro hidrofébico, su empleo en el
dise®o de las modificaciones estucturales que aumenten la actividad
biolégica se Fundamenta en el analisis de la fig. 6.2 Siendo
positiva la pendiente de la recta que describe 1la varicién de la
actividad biolégica en funcién de éste, toda modificacién a realizarse
debe ser tal que el valor total de log P del compuesto final sea mayor
que el del compuesto inicial, lo que implica el reeemplazo de grupos
(grupo saliente) por otros de mayor valor de log P (grupo entrante)

- . 7.
log E)grupo entrante log Pgrupo saliente > 0 ( 1)
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Entre los parAmetros Quimico cudnticos, 1la densidad de
carga sobre el 4tomo de Carbono parece representar al mejor
descriptor. Sin embargo, la modificacién de esta densidad de carga no
puede asociarse directamente a una caracteristica particular y
cuantificable de los gdrupos introducidos, ya que los efectos son
generados sobre la estructura completa, por deslocalizacién de la
carga o modificaciones conformacionales 1y, por lo tanto, no
predecibles. No es, por lo tanto, tan inmediato su empleoc como un
cuantificador a priori, teniendo en cuenta los costos y tiempo de
céomputo asociados al célculo de cada nueva estructura imaginable. El
andlisis quimico cuAnticv se empled® principalmente en relaci®én a las
conclusiones ennumeradas en el capitulo anterior, diseflando
4,N-disustituciones que involucren, en su efecto total, un aumento de
disponibilidad del par de electrones no apareado del grupo amino, que
resulta mas directamente cuantificable a través de la densidad local
de carga sobre el 4tomo de Carbono adyacente. Por otro lado, segun se
detallara, se disefiaron modificaciones orientadas a comprobar la
existencia de un tamafo critico del sustituyente a coordinar con el
dtomo de Nitrégeno aminico y la importancia del resto bencidrilo en

relacién a la potencia bioldégica de una dada estructura.

7.2 - ELECCION DEL LIDER -

Debe dejarse especificamente aclarado, en relacién a su
correcta acepcién, que no existe una relaci®n biunivoca entre el
compuesto lider y la estructura mas activa de una serie dada. Elegimos
como l{der a la estructura m&s activa que satisfaga ademas el
requisito de ser diseflable de acuerdo a los criterios derivados de 1la
racionalizacién del comportamiento de 1la serie resultando, en

consecuencia, indicadora de 1d naturaleza de nuevas modificaciones.
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Del andlisis de la familia de congéneres resulta evidente
que su comportamiento no sélo permite proponer correlaciones de 1la
actividad antispasmédica con diversos pardmetros estructurales sino
también interpretar las causas que originan estos cambios de
actividad.

La estructurs mas activa (4,4 -dicloro-N-metil
bencidrilamnina—ABZB) puede ser , entonces, denominada compuesto l{der
ya& que, en base a la comprensién a nivel electrénico fundamental del
mecanismo de modificacién de su actividad, guiara futuras

modicaciones que pueden manifestarse en efectos semejantes.

7.3 - OPTIMIZACION DEL LIDER -

7.3.1.- Disefio de las modificaciones.

Los caminos de optimizacidén de la estructura lider se
fundamentan en la racionalizacién del comportamiento observado en
relacién al cambio de actividad por modificacién de 1la estructura.
Esta racionalizacién conduce a menudo, como en el caso que nos ocupa,
a la divisién del conjunto total en subconjuntos, caracterizables por
un aspecto estructural comin que los define.

Resultan asi diferenciables grupos de derivados:

- a) 4-aril sustituidos,

- b) N-sustituidos,

- ¢) 4-aril-N-sustituidos,

- d) caracterizados por la ausencia de la porcion estructural )C—N(E,,

- e) caracterizados por la ausencia de un resto fenilo.

Revisando las etapas presentadas, cierta repeticién
caracteriza 1la metodologia de esta 1investigacién. Este cardcter
secuencial se compone del disefio Cdetapa creatival, sintesis vy

determinaci®én de la actividad bioldégica Cetapa sistemdtical y andlisis

racional de los resultados que conduce al planteo de hipdétesis
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estructura-actividad. Esta etapa de racionalizacién contiene en si
misma caracteristicas creativas y sistemadticas. Constituye una fase
creativa en la generacidén de nuevas estructuras a partir de las
hipétesis postuladas. En una posterior etapa sistemdtica se comprueba,
luego de la sintesis, la actividad esperada de cada
estructura, confirmando simultdneamente la validez de las hip%tesis de
relacién estructura-actividad planteadas y la exactitud del parametro
de disefio seleccionado.

Inicialmente guiados por el aumento del valor absoluto
del pardmetro hidrofébico en 1la sustitucidén, sin olvidar que los
grupos introducidos deben reunir caracteristicas bien especificas en
relacién a las densidades locales de carga sobre el resto C-N, vy que

la modificacién ¢ptima se logra por modificacién simulténea de las

porciones arilo y amino, se trabajé en los compuestos que se
presentan, con sus parametros fisicoquimicos clasicos, en la Tabla
7.1.

0
ﬂ’ldc— R R MR ¢ 3 o

sustituciones aromaticas

BB8 NH2 Cl H 0,603 0.710  -=--- -0,150
AB20 NHBu Cl H 0,565 +0,560 ----- -0,150

B +0,710 ----- -0,300
AB30 NEt2 Cl Cl 0.603
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)
Qe
20l

R R’ MR ) 3 o

sustituciones sobre el Nitrégeno aminico

BB, NHCHO H H 1,031 3,725~ 40,250  ———m-
AB,  NMeCHO H  H 1,371 _2,835" L.
* KK
AB,, NHCH 5 H H 30256 2,080 oLk
X XX
AB,, NHCGH , H H 2,934 1,620 oLk
/—\ XX
AB N 0 H H 2,312 ~1,080 oLk
18
\_/
AB,, NHBu cl H 2,308 0,240 -0,280  -----
AB,, NHBu H H 2,308 0,240 -0,280 @ -----
KX
AB,, NPT, H H 2,894 +0, 9807 fmee e
AB,, NHEt H H 2,344 +0, 160 +0,010 -----
By, NEt, Cl Cl 2,344 +0, 160 +0,010 -----
ABg  OMe H H 0,733 1,540 0,260  -----
Tabla 7.1- Parametros fisicoguimicos clasicos que guiaron la sintesis

de los derivados (familia de congéneres) analizados en la
etapa de optimizacién de la estructura lider.(*) Calculada
a partir de homélogos menores. (¥Xx) Los valores

correspondientes no fiéuran en tablas.
(vealcvlados 5e9u'n el oriterio de Hansch y Aeo [68]).
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La eleccidén de las estructuras se basd en un criterio
de verificacion y falsificacidon de hipdtesis estructura-actividad
{19]. Un criterio de verificacién conduce al disefioc de estructuras por
sustitucién en el Nitrdégeno aminico, en posicidn 4- de 1los restos
aromaticos o en ambas posiciones simultaneamente. La falsificacién de
la importancia de la presencia de ciertas porciones estructurales en
relacidén a la actividad conduce a la determinacién de 1la actividad
biolégica luego de la eliminacién de dichas porciones. Este enfoque
dual de la investigacién disminuye el riesgo de mala interpretacién de
los resultados.

Del an4dlisis del nuevo grupo de sustancias as! generado
se lograran hipétesis mas refinadas, en un procedimiento que puede
repetirse tantas veces como resulte necesario hasta el logro de la

actividad 4ptima.

7.3.2.- Sintesis de los derivados.

Dado que se trata de compuestos semejantes a los que
constituyen 1la familia de congéneres, se repitieron, casil sin

excepcién, los procedimientos generales de sintesis (Tabla 7.2)
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\"\
H-C—
Cj R R Mét.odo pf(solvente de pf
({ cristalizacidén) bibliografico
BB, NH, C1 H . A HC1.278-9°C 279°C [132]
X
AB,, NHCGH,, H H C HC1:174—8,50C8Et0H) [206]
picr. 121-2°C
ABy, NHCGH,, H H D HC1.288—700C(gEOS; 269-70°C [207]
pier. 183-59C%2 184-8°C [207]
7/ \ o
ABjg N O H H C 70-74°C (EtOH) 74-76 [208]
\_/ HC1.229-33°C(EtOH) 227-30°C [209]
AB,, NHBu H H C H01.258-81°c<08H8> 261-3°C [210]
WX e
AB,, NPr, H H C HC1.174-78°C(CgHg) [211]
AB,, NHEt H H % HC1.253-54°C(Me0OH) 246-247°C [212]
AB NHBu C1 H c* HC1.231-2,5°C(MeQH- -----
20
Et,0)
AB NEt. Cl1 C1 c* HC1.245-8°C(MeOH- —=—=-
30 2
Et,0)
AB OMe H H C p.eb./17= 147-8°C 147-9°C/17[213]
Tabla 7.2- Procedimientos de sintesis de 1los derivados de la
bencidrilamina vinculados & la etapa de optimizacidén del

lider. A: reaccidén de Leuckart. C:

D: reaccién de Grignard.
en la

(%) Técnica no descripta

compuesto.
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Habiendo presentado ya, en el Capftulo IV, las
caracteristicas generales de los m#todos empleados, se presenta aqui

un breve detalle de cads procedimiento individual.

- a) Preparacidn de derivados 4-aril sustituidos.

i) 4- Clorobencidrilamina (BBS)

51 bien esta amina es un producto comercial, la reaccién
de Leuckart permite la obtencién del formiato de 4-clorobencidrilamina
a partir de 4-clorobenzofenona resultante de la reaccién de cloruro de
benzoilo vy clorobenceno (ec.7.2). En condiciones semejantes a las
descriptas para la 4-metilbenzofenona, se agregan 10,85 ml (86mM) de
clorobenceno (p.eb. 130-131°C) a 10 ml (86mM) de cloruro de benzoilo,

en un erlenmeyer de tres bocas, con agitacién mecénica. Luego de
agregar en 3 veces 11,5 gr (86mM) de C13A1 (tiempo de agregado = 30°),
calentando a 100°C hasta ne mas desprendimiento gaseoso (HCl), se
enfria en bafo de hielo-agua y se agregan 32 ml HCl conc. y 71 gr de
hielo. Las fases se separan , se exXxtrae 4x10 ml benceno vy los
extractos organicos reunidos se secan con NaZSO4 anh.. Se filtra, se

elimina el solventea presién reducida y seca en tambor desecador a
peso constante. Rto. : 37%. p.eb./17= 183-96°C. Lit.= 185-6°C.

Pf.:73-74°C(C8H6).Lit.: 75-7°C [205].

c1
i

\c-
c1 c=0 {:)<

/ /
/a\! a\ i) Cl.Al
O/ ®) 0 ’

/C:O + HC1 (7.2)
1i) 0°C-HC1-H,0 N\
2 \Q/
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1,5 gr. (7 mM) del producto (4-clorobenzofenona) ast

obtenido se agregan a 35 mM de formiato de amonio generado in situ

segun técnica descripta en 4.3.2.a), calentando a 180°C durante 18 hs.
La reaccidn se esquematiza en la ec.7.3.

c1 c1
\ ‘ \
ay e\
\—/ \—/ COH
3c=0 + 2 NH}HCOO > Ho)CN <H + NHg+ CO,+
7R\ /A
@) \®), + H,0 (7.3)

Se controla el fin de reaccién por TLC e interrumpe
enfriando a temperatura ambiente y volcando sobre 10 ml de agua.
Precipita un sélido que se separa por filtracién a presién reducida vy
se seca a peso constante en tambor desecador. Rto.80%. La posterior
hidrélisis acida (ec. 7.4) libera el clorhidrato, forma adecuada para

la realizacién del ensayo bioldgico

Cl Cl
S 0
N
\—'/ COH 4;2/
\ / MeOH,HC1 N\
E:/C—N \y > E_/C NH,, .HC1 (7.4)
/A /O\
N/ N/

calentando a reflujo (80-80°C) durante 24 4s, con agitacién magnética,
1,11 gr (4,5 mM) de N-formil-4-clorobencidrilamina, 4,2 ml de MeOH y 2
ml de HC1l BN (agregando 2 ml adicionales de HCl conc. a las 16 hs). El

progreso de la reaccién se controla por TLC.
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El sé6lido separado al enfriar se filtra y seca a peso
constante. Rto 60%. El producto ecrudo obtenido fue purificado por
destilacién. P.eb.= 165-8°C/4mm. Se cristaliza de EtOH, pf.= 278-9°.
Lit.= 279°C [132].

- b) Preparacidén de derivados N-sustituidos.

i) N- Hexilbencidrilamina (ABla).

Segun se describi® en 4.3.3.a) en relacidén al derivado
N-metilsustituido, la reaccién de Leuckart permite 1la sintesis de
N-hexilbencidrilamina partiendo del formiato de N-hexilamina preparado
dejando caer gota a gota desde ampolla una solucién de 3,412 gr (33,8
mM) de N-hexilamina (Fluka) en 10 ml de EtOH sobre 3 ml (80 mM) de
dcido férmico, bajo agitacidén magnética. Concluido el agregado se
afiaden 2,73 gr (15 mM) de benzofenona y se calienta a 70°C (2 hs) y a
180-170°C (24 hs) (ec 7.5) con tubo lateral para eliminacién de EtOH y

HZO

Y72\ /7 S\

6;2/ <;2& /COH
\ — —ut Al _\ ]

)C=0 + 2HCO,HN(CH,)CHy ————> E_/C N et CH+ NH4+
/7\\ ,(:>\ 27573
@) @)

+ C02+ 2H20 (7.35)

El producto resultante se vuelca en agua, se agregan 20
ml Et20 y extrae 2x15 ml EtZO. Los extractos se rednen, se lavan con
HZO’ se secan con Na2804 anh., filtra, concentra en evaporador
rotatorio al vaclo y seca en tambor a peso constante.(Aceite viscoso

color amarillo).
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La posterior hidrélisis 4&cids (ec.7.8) (calentamiento &

reflujo con MeOH-HC1l) segin condiciones descriptas en 7.3.2.a) separa
un sélido pardo grisdceo. Rto: 73%. pf.:174—176,50C (EtOH) [208].
IR vy + = 2950 y varias bandas entre 2900 y 2000. 13C NMR (MeOD) &
137,01 (C-4), 129,94 128,70 128,65 (C-1 C-2 C-3), 66,58 (C-N) 47,68
(Ca), 31,73 (CB), 26,85 (Cr), 26,30 (C&), 22,88 (Ce), 13,98
(CT).(espectro 3, apéndice).

/7 /~\
N\, COH {;2/
H—Yo—N 7/ MeOH, HC1 5 H—>C—NH(CH2)5CH

/ \
S~ (CH,)-.CH —
/Q\ 27573 7 ~\
A\ \O/

.HC1

3 (7.6)

El rendimiento es muy inferior (32%) cuando el derivado
se prepara por reaccién de N-hexilamina con Bromuro de difenilmetano
(ec. 7.7)

y/a\\ /N

\Q/ \Q/
\ . i) C.H \
/CHBr + HZN(CH2)5QH — 6—-6 > H—-/C—NH(CHZ)SCH3
— ii)Et,O0+HC1

«:)\ 2

\—/

N\
\Q/

LHCY (7.7)

3

Se mezclan soluciones bencénicas s/OHNa de 1,346g (5,4
mM) de bromuro de difenilmetano en 2 ml de benceno y 430 mg (8 mM) de
N-hexilamina en 3 ml de benceno, cslentando (bafio calefaccionante) con
agitacién magnética a 80°C (4 hs).Al enfriar a temperatura ambiente se
separan cristales. Se centrifuga y separa la fase bencénica. Los
cristales se lavan 2x4 ml CSHS’ 1x4 ml EtZO. La fase organica se lava

2x5 ml de H,0 y seca con Na2804anh. Luego de concentrar en evaporador

2
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rotatorio al vacio se agrega nuevamente Et20, se pasa corriente de
HC1(g), centrifuga, lavan los cristales con 1x4 ml Et20 ¥y seca en

tambor a peso constante. Rto 32%. pf.:173,5—174,500 (EtOH) [208],
picrato pf.:121—20C.

1i> N- Ciclohexilbencidrilamina (AB13).
a) Preparacién de N-bencilidencilohexilamina.
Sobre 10 ml de solucién etandlica de 6,25 g (59
mM) de benzaldehido se deja caer gota a gota, con agitacién magnética,
una, solucidén de 58,4 g (59 mM) de ciclohexilamina en 10 ml de EtOH (ec
7.8). Luego de calentar a reflujo durante 2 hs, se concentra el

lfquido amarillo en evaporador rotatorio y seca en tambor a peso

constante
H
NH Nc=0 CH=N
. - -
/“‘< /_< = )~
V/a\ /\
AR SO IR 7.9

Se destila a presién reducida (5 mm) recogiendo la
fracién entre 131—1330C .Rto 48% p.eb./16 mm = 1360C.

b) Preparacién de N-ciclohexilbencidrilamina.

La reaccién de la imina con bromuro de
fenilmagnesio y cloruro de amonio conduce a la obtencién de la
N-ciclohexilbencidrilamina.

Se mezclan, bajo corriente de N2 seco, en un balén
de 3 bocas con agitacién mecénica, 8 ml de Et20 s/Na, 583 gr (24 mM)
de Mg v 2,54 ml (30 mM) de bromuro de fenilo. Luego de adaptar ampollsa
para Br2 y refrigerante a reflujo, protegiendo de 1la humedad con
ampolla de CaClz, se introduce una pizca de Iz, como 1iniciador de
reaccidn calentando suavemente en bafio de agua (ec. 7.8).
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Br MgBr

/ |
— E

/2R + Mg 2 > Y/ (7.9)
@) I, @)

Se enfria en baflo de hielo-agua y se agrega desde
ampolla, gota a gota (tiempo de agregado = 1 h) una solucién etérea de
3,74 gr (20 mM) de ciclohexilimina en 10 ml de EtZO s/Na. Concluido el
agregado se calienta a reflujo 90°, se enfria en bafio de hielo-agua vy
agrega una solucidén acuosa 20% de NH4C1 (4,278 gr, 80 mM) (ec. 7.10)

MgBr _ /~\
/__< __/N_CH\__ 4;2/ B
/\ /7 N\ N wu/ \
O o+ L) Oy ———  HeN ) (7.10)

_/
/a\
\®)

La fase etérea se separa , se extrae 2x7 ml Et20 y los
exractivos etéreos reunidos se secan con Na2504 anh.

Pasando corriente de HC1l(g) sobre 1la solucién etérea
obtenida, 1luego de filtrarla, precipita el clorhidrato de

N-ciclohexilbincidrilamina (ec.7.11)

/\ /a\\
i i
\ / N\ ~ —\C—NH—
Ho)C—NH-{ ) + HCI > H-)C-NH-{  J.HC1 (9 19,
/\\ /"
\—/ \N\—/

Luego de filtrar a presién reducida se seca en tambor a
peso constante. Rto 96%. pf.= 268-70°C (MeOH-Et,)0 Lit.= 269-70°C
[207]. Picrato, pf.= 183-5°C. Lit= 184-6°C [207].
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El mismo producto puede obtenerse por reaccién del

bromuro de difenilmetano con ciclohexilamina (método C) (ec. 7.12)

/) a\\
£2< v O N/ —
- e Neewu~ N
/__<CHBr PN ) 2 > /E_<C NH- ) + BrH.NH,CgHg (7.12)
@) O

Sobre una solucién de 1,03 ml (SmM) de ciclohexilamina
en 1 ml de nitrometano, agitada magnéticamente, se deja caer, a
temperatura ambiente, una solucidén de 1,1 gr (4,5 mM) de bromuro de
difenilmetanoc en 1 ml del mismo solvente. Luego de calentar en bafo
con agitacién a 65-70°C (14 hs) v a temp. amb.(48 hs) se separa por
centrifugacidén el sélido formado (bromuro de la amina ), reuniendo la
fase liquida con la proveniente de la extraccidén 2x5 ml y 2x2 ml Et20.
Se lava 1x5ml de HZO’ seca KZCOB’ filtra y concentra en evaporador
rotatorio al wvacio, <secando luego a peso constante en tambor
desecador. Se optdé por el método descripto en primer término para

continuar con la preparacién del clorhidrato.

iii> N- Bencidrilmorfolina CABIB)°

Dejando caer gota a gota una solucién bencénica (sobre
OHNa) de 1,240 gr (5 mM) de bromuro de difenilmetano en 2 ml sobre
otra solucién de 0,9 ml (10 mM) de morfolina (p.eb.= 128°C) en 2 ml
del mismo solvente, con agitacién magnética, se separa un sélido, al
enfriar en bafioc de hielo-agualuego de haber calentado a reflujo

(80-85°C, 2 hs) (ec. 7.13).
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/A \ =~
O — O

\CHBr + HN 0 eig > H=—=N O + BrH (7.13)
_/ N/ N,
© — AN\ —
\\—"/ N/

El sélido asi formado se separa y se lava con 2x1 ml de
C8H8° Los extractos organicos reunidos se lavan 2x2 ml CBHS Yy secan
con Na2804 anh.. Luego de filtrar y eliminar solventes se seca en
tambor hasta peso constante. Rto: 78%. Pf.= 70-74°C (EtOH). Lit.=
74-76°C [208].

Se prepara luego el clorhidrato en la forma habitual.

Pf.= 229-33°C (EtOH). Lit.= 227-30 [209].

/AN /N
= T \Q/ /\
\ TN
H— C—N 0 + HC1 > H—C—N O.C1lH (7.14)
AN (2) AR
AN N oy
U/ U/

iv) N- Butilbencidrilamina (A821)°

El mismo método, ya descripto, de reaccién de 1la amina
N-alquilsustituida con bromuro de difenilmetano en nitrometanoc vy
posterior trataminieto de la fase organica con corriente de HC1l(g)
seco permite obtener el clorhidrato de N-butilamina.

Se parte en este caso de soluciones de 1 gr (4 mM) de
bromuro de difenilmetano en 1 ml de nitrometano y 9mM de N-butilamina
en 1 ml del mismo solvente, dejando caer lentamente la primera sobre
la segunda con pipeta Pasteur por torunda de algodén con agitacidn

magnética constante. Luego de calentar a reflujo (90—95°C) durante 2
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hs se separa una sélido a temperatura ambiente (ec.7.15) el cual,
luego de separado por centrifugacién, se lava 2x3ml Et20 Yy seca en
tambor a peso constante (probable bromuro de N-butilamina). La fase
orgadnica reunida se lava con solucidén acuosa de OHNa (12%) hasta
reaccién alcalina (tornasol), se seca con Na2804, filtra, concentra en

evaporador rotatorio al vacio y serca en tambor

/\\ /7 \\
@) O
\CHBr + H,N-Bu NO,Me 5 H-)C-NH-Bu + H.NBu.HBr (7.15)

~ L
/]
\Q_/ \Q>

Agregando 10 ml de EtZO s/NaCH y pasando corriente de
HC1(g) se separa un solido (ec. 7.16) que se filtra y seca en tambor a
peso constante. El producto crudo se purific® por columna de SiO2
(Kieselgel 100, 70-230 mesh) 80 veces el peso de la muestra, eluyendo
con C13CH—MeOH. Por reuni®n de fracciones analizadas por cromatografia
en capa fina de SiO? se obtuvo un producto que se cristalizé en

CSHB.Rt0:73%. pt= 258—60C(H20). Lit.=261-263°C [210].

y/a\\ /Za\\
\Q/ \Q/
H—\C—NH-Bu + HC1 Bt,0 5 H—)C—NH-Bu .HC1 (7.18)

/__< (g) /__<
\Q/ \Q/
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v) N, N- Dipropilbencidrilamina CABaa).

En forma semejantea la descripta en iv), por adaptacién
de 1la técnica de preparacién del N,N-dietilderivado [AB4], se
obtieneN,N-dipropilbencidrilamina trabajando en benceno s/NaOH como
medio de reaccién, por reaccién de bromuro de difenilmetano con
N,N-dipropilamina (ec.7.17). E1 calentamiento a reflujo se conduce en
este caso a 80-85°C durante 2 hs 30°, 1llegando a 10°C en el

enfriamiento posterior

/A \\
O
\CHBr + HN 7

_/ \Pr
/'
«;2/

/ N\
@)
gllg-Na oy Neyy /

_/ \Pr
V/am\\
@)

Pr Pr

+ HNPr, .HBr (7.17)

2

Se pasa corriente de HCl(g) seco directamente sobre la
solucién bencénica (ec.7.18). Rto :56%. Pf:1742—1780C (CGHB).Remue
erroneamente ol Chemical Abstract, no figura on trabajo original
4= 2950, 2450 y varias bandas entre 2800 y 2000. 13c wMr &
136,32 (C-4), 130,25 130,04 129,02 (C-1 C-2 C-3), 73,91 (C-N), 20,18

(Ca), 17,02 (CRB), 10,75 (Cr). (Espectro 4, apéndice).

tz1113. JR v

1

/~\ /~\\

/2 O
H->\c—N 7 + HC1 Et 0 s/Na, H=\C—N(Pr).,.HC1 (7.18)
_/ \pr (g) _/ 2

V/aa\\ /Q\

N/ N/
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vi) N- Etillbencidrilamina (A887)°

Se prepara segin el mftodo de Leuckart por reaccién de
benzofenona con formiato de etilamonio (formil etilamina) y posterior
separacién del clorhidrato por hidrélisis Acida (MeOH- HC1)

A 3,898 gr (48 mM) de clohidrato de N-etilamina se agrega
gota a gota 60 mM de OHNa 10 N, haciendo burbujear 1la etilamina
generada en 2,76(60 mM) de &cido férmico Concluido el agregado de
OHNa, la solucién de férmico-formiato de etilamina se calienta a

ebullicién (1 hr) y a 140-150°C (3 hs) (ec. 7.189)

Et-NH, .HC1 + HCOLH NaOH > Et-NH, .HCOH (7.19)

Se agregan 2 gr (11 mM) de benzofenona calentando a
140-150°C (3 hs) y 170-180°C (12 hs) controlando por TLC el progreso
de la reaccidén (ec 7.20)

/7 N\ V/an\
N\, N COH
\c=0 + HCO_NH.Et —0u H=c—N 7
Y oNH g AN (7.20)
Y/ V/72R\
N/ \—/

La posterior hidrélisis con MeOH-HC1l, (calentamiento bafio
78—800C 24 hs) se controla también pot TLC hasta fin de la
reaccidén. Se agregan 15 ml EtZO y solucién de OHNa 2N a reaccidén
alcalina (tornasol) . La fase acuosa se separa Yy se extrae 2x5 ml
Et2

de concentrar a 2/3 de su volumen se pasa corriente de HCl(g) seco

0O, secando luego los extractos etéreos reunidos con Na2804. Luego

(ec.7.21). El1 sé¢lido, separado por filtracién, se seca en tambor a
peso constante. Rto:56%. pf = 253-4°C (MeOH). Lit= 246-47°C [212].

13 ¢ NMR 6 136,76 (C-4), 130,01 129,80 128,44 (C-1 C-2 C-3) 66,42
(C-N) 42,88 (Ca), 11,00 (CB). (Espectro 5, apéndice).
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/a\ /N
\/ COH (:>/

Np oy / MeOH,HC1 v\
g_/c N - > E_/C NHEt .HC1 (7.21)
/2 \ /O\
\—// \—'/

~ ¢) Preparacidn de derivados 4-sustituidos N-sustitufdos.

1) 4-Cloro-N-Butilbencidrilamina (ABaO).

Se ensayaron para la sintesis de este compuesto las dos
vias generalmente usadas : método de Leuckart y reaccién de 1la amina
con bromuro de difenilmetano. Debido a 1la dificultad experimental
asociada al manejo del clorhidrato de 4-cloro-N-butilbencidrilamina
(aceite marrén) se obtuvieron mejores rendimientos empleando el

segundo método.

La reaccidn de 5,415 gr (25 mM) de clorobenzofenona con la
mezcla fria de 9,9 ml (100 mM) de N-butilamina y 150 ml (400 mM) de
Acido férmico separa un aceite marrén claro al enfriar a temperatura
ambiente y agregar 30 ml de agua, luego de haberse calentado a reflujo
(180°C, 48 hs) (agregando 15 ml adicionales de acido férmico a las 36
hs)(ec.7.22).Al1 volcar en 30 ml de HZO se observa formacién de aceite.
Se separa fase acuosa y se agregan 20 ml MeOH (a solucién limpida) vy
15 ml1 HC1 6N. Se calienta a reflujo (80—8500) adaptando agitacién
magnética y agregando a las 24 y 36 hs. 3 ml de HCl conc. Se enfria a
IOOC, separa por filtracién &l vacio y seca en tambor (producto
pastoso). Se agregan 20 ml EtZO, alcaliniza con OHNa 12%, extrae 2x8ml
EtZO, seca con Na2504 anh. y pasa corriente de HCl(g). Se separa un
aceite el cual, controlado por TLC indica la presencia de 4 productos

(ec.7.23).
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Cl Cl

\ \
//\\ Y72\
N/ N COH
\C=0 + HCO.H + H.N-By — 0 H—Yc—N 7/
Y, 2 2 AN\ (7.22)
/\\ /\ 4
\\—/ \\_/
c1 c1
>_\ =
V/Zn\
N COH \Q/
N o/ MeOH , HC 1 \
=) C—N - > H—)C—NHBu.HC1 (7239
/7 ™\ /O\
\N\—/ '/

La reaccidn de alquilacién de 1la amina se efectud® en
forma semejante a la detallada en b-iv), por reaccién de una solucién

de 7,7 mM (2,159 gr) de Bromuro de 4-Clorocbencidrilo en 3 ml de CBHB

s/0HNa con una solucidén de N-butilamina en 5 ml de CBHS s//0HNa

agregada gota a gota sobre la primera. Luego de calentar a reflujo 12
hs se separa uns®lido al enfriar (probable bromhidrato de
N-butilamina). Se extrae 2x5ml Et2
lava 1x10 ml H,O0 y seca con NA2804 anh. Concentra en evaporador

2
rotatorio al vacio y seca en tambor a peso constante. Agrega 15 ml

0, reunene extractos organicos,

EtZO y pasa corriente de HCl(g) seco. El sélido formado se filtra vy
seca. Rto: 71%. Pf.=231-232,5°C (MeOH—EtZO) (ec.7.24). IR ST =2900
y varias bandas entre 2800 y 2000. 13C NMR & 136,29 (C-Cl), 135,68
153,55 (C-4), 130,31 130,03 128,51 (C-3), 66,04 (C-N), 47,60 (Ca),

28,44 (Cr), 20,48 (Cy), 13,41 (CS). (Espectro 6, apéndice).
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Cl

\_
27\
@)
\CHBr + H_N-Bu

2
«:)\

_1)C_H

—6-6-——
ii)HC1- Et?_

Cl

N
V72N
©)
H—\L ~NHBu.C1H + H.N—Bu.HBr (7.24)

2
\O\

ii) 4,4’ -Dicloro-N, N-Dietilbencidrilamina CAB_ D).

30
Se prepara segun técnica no descripta en la literatura,
semejante a la detallada en b-iv), por reaccién del bromuro de
4,4 -diclorobencidrilo con dietilamina en nitrometano (ec.7.25).

Luego del calentamiento lento (QUOC, 1,5h, 100—110°C, 2 hs) se separa
sélido al enfriar a 0°C

Cl Cl

® ®

N Et
\CHBr + HN < NO,te. ; H—>C—N < + HBr.HN < (7.25)
Et — Et Et
/ V/am\
Q/ @)
c1/ c1/

El clohidrato (s4élido blanco) precipita por pasaje de
HC1(g) sobre la solucién etérea (ec.7.26) Rto: 88,78%. pf.= 245-8°C
(MeOH). IR »y+ = 2900 y varias bandas entre 2800 y 2000. '°C NMR &
136,08 (C-Cl1), 134,74 (Cipso), 130,71 130,41 (C-2 C-3), 71,33 (C-N),

46,11 (Ca), 8,02 (CR). (Espectro 7, apéndice).
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Cl

N
A\
@)

Cl

\
/7 \\
\Q/

Et
H—Yc—N 7 + HCI Et,0 s/Na, H—\C—N(Et). .HC1
O g (8) ") 2
/7 \\ 4C:»
Q;;» \—/
c1’ c1/

R

- d) Ausencia de la porcion estructural >C-N<R,.

i) Bencidrilmetileter (ABBJ.

Se ensayaron dos técnicas de preparacién

del bencidrol.

por

(7.26)

metilacidén

Tratando 500 mgr (2,7 mM) de bencidrol con 1,6 ml de
metanol, 1,6 ml de acetona y 0,483 gr (1,9 mM) de I2 se obtiene una
solucidén marrdén luego de 1 semana de agitacién a temperatura ambiente
{213] (ec 7.27). E1 final de al reaccién se controld por TLC.

V/an\ V/an\
\\—// N/
\ I1,-temp.amb. A\
E:/COH 2 5 E_/COCH3 (7.27)
V/am\ CH,OH-CH_,COCH y/aa\\
) 3 33 N/

La solucién se vuelca sobre una solucién fria de 1,65 gr
(10 mM) de tiosulfato de Na en 16,5 ml de agua (controlando por TLC
final de reaccién), se extrae 4x1,5 ml de cloroformo, se seca
(Na2804anh.) concentra al vacfo (evaporador rotatorio) y seca en
desecador a peso constante. Rto :58,11%. P.eb./17=147—8°C.

Lit.P.eb./17= 147-9°C [213].
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Una muestra preparada en la misma forma se purifice por
columna cromatograica de SiO2 (Kieselgel 100, 70-230 mesh) 100 veces,

eluyendo con CBHB' 5e reunieron las fracciones de igual R El

P
espectro IR no presenta banda N-H.

El mismo producto puede obtenerse agregando lentamente,
desde ampollas adaptadoas a un balén de tres bocas con refrigerente a
reflujo 60 mM de OHNa 40% y 30 mM de sulfato de metilo sobre una
solucién de 32,99 gr (10mM) de bencidrol en 15 ml de acetona anh.,

calentando a 50°C durante el agregado y la hora posterior (ec. 7.28)

/@ /a\
&) o)
\ \

2 H—)COH +(Me),S0, + 20HNa , 2 H-)COCHg +Na,

/a\ /a\
\Q/ \Q/

Luego de eliminar la acetona por destilacién se separan las fases,

SO0, +2H,0

4 2 (7.28)

lavando la fase acuosa con 4x5ml de diclorometano. Los extractos
orgadnicos reunidos se secan con Na2804anh. v, luego de concentrar al
vacio (evaporador rotatorio), se seca en tambor a peso constante. Rto:
35%. P.eb./17mm = 147-8°C.

Se comparan por TLC los productos obtenidos por ambos procedimientos

- e) Ausencia de un resto fenilo.

i) N-metil-o-metilbencilamina (ABZ4)°
El método de Leuckart conduce a la obtencion de
N-formil-N-metil-o-metilbencidrilamina por reaccién de 0,9 ml (8 mM)
de acetofenona (Polack y Schwartz) con 60 mM de formiato de
N-metilamonio generado in situ (ec. 4.3.12), calentando con agitacién s
140-150°C (12 hs) 180-190°C (6 hs) y enfriando (10°C) luego de volear

en 5 ml de agua (ec.7.29)

173



Me Me COH

A -ut Np y /
ﬂ_/c_o + HCO,H NMe ———> E_/C N \Me + NHg+ CO,+
/O\ Y/
N/ N/ + HZO (7.29)

El producto obtenido se calienta a reflujo 2 hs luego de
agregar 3 ml de MeOH vy 1 ml de HCl1 6N (ec. 7.30). Se concentra en
evaporador rotatorio y seca en tambor desecador a peso constante.
Rto:12%. Pf.= 174-5°C (EtOH). Lit.= 173°C [214]

He COH Me
Naw 7/ MeOH,HC1 \p_
E_/C N \Me > E_/C NHMe .HC1 (7.30)
Y/ /O\
\\—/ N/
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7.3.3. - Determinacién de la actividad antiespasmdédica

Siguiendo el procedimiento detallado en el Capitulo V
se determindé la actividad antiespasmédica de este nuevo conjunto de
derivados, correspondiendo los valores encontrados a los reportados en
la tabla 7.3.

"L
ﬁ&[:j’CH- R R’ oD, n
BB

5 NH2 Cl H 4,30+0,047 7
AB, NHCH, 4 H H 4,58+0,055 9
AB13 NHCBH11 H H no activo 6

/ \ _
AB N 0 H H 3,80+0,080 7

18

\_/
AB, 4 NHBu H H 4,52%0,080 7
AB,, NPr, H H 4,17+0,076 6
AB, ., NHEt H H 4,50+0,069 8
AB, g NHBu C1 H 4,96+0,070 8
B, NEt, C1 C1 4,20+0,030 6
ABg OMe H H 3,70+0,085 g

Tabla 7.3.- Actividad antiespasmédica, expresada como pDé para los
elementos del conjunto de derivados analizados en 1la

etapa de optimizacién del lider. n= nUmero de ensayos.



Algunos elementos , tanto de ste conjunto como del
inicialmente analizado (familia de congéneres), presentan un centro
quiral en su estructura. Los compuestos sintetizados en 1los casos
correspondientes consisten, por lo tanto, en una mezca racémica. No se
abord® el problema de la separaci®én de los enanti®meros, ya que sdélo
interesa, en esta etapa de la investigacién, el conocimiento de 1la
actividad asociada al producto sintetizado, vale decir, al racemato.
Esto no implica en modo alguno la negacién del conocimiento de que los
distintos 1isdmeros pueden estar caracterizados por una distinta

potencia bioldgica.

7.4 - ANALISIS DEL CONJUNTO DE DERIVADOS DE LA BENCIDRILAMINA
QUE CONSTITUYEN LA FAMILIA FARMACOLOGICA.

A pesar de que su valor no se reporta en la Tabla 7.3,
dado que finalmente no se tuvieron en cuenta como elementos de
conjunto alguno analizado, los formilderivados (BB1 [131]y ABg [1341])
se ensayaron también en su actividad antiespasmédica, ya que su
aislamiento constituye una etapa intermedia en la 1liberacién de la
amina correspondiente (BBZ’ ABlO) por hidrélisis acida. Como era dable
esperar, en base a las conclusiones derivadas del analisis
mecanocuantico, debido al caracter desactivante del grupo formilo, 1la
actividad antiespasmédica es menor que la de los clorhidratos de las
aminas correspondientes. El1 bajo valor encontrado es ademas

adjudicable a su baja solubilidad en agua.

El compuesto 1lider de la familia de congéneres se
caracteriza por la presencia de grupos que, en su efecto total,
aumentsn la disponibilidad del par de electrones ubicado sobre el
Nitrégeno del grupo amino. Este efecto podria también lograrse por
4-metil sustitucidén. La comparacidén de BB8 v BB2 6 AB16 y AB10 indica

que ésta parece modificar relativamente poco la actividad. En
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consecuencia, la mayor potencia biolégica de ABZB que AB18 no parece
originarse en el ingreso de un tercer grupo. Vale decir, no es de
esperar actividad comparable en la 4,4 -dimetil-N-metilbencidrilamina.
El analisis quimico cuantico (fig. 6.f4) indicaba una
potenciacién mas efectiva de 1a actividad antiespasmédica por
sustitucién en para de} anillo aromatico que por N-sustitucidén. Lo
mismo deriva de la comparacién de los valores de log P de BBB y ABlO'
5in embargo, sus valores de actividad no trasnlucen esta premisa.
Siendo mas efectiva la sustitucién en 4-aril, el grupo metilo no
parece ser el activante mas adecuado para el 1logro de la actividad
deseada. La evalunacién de 1la 4-clorobencidrilamina (tabla 7.3)
permite asociar a la presencia de dos 4Atomos de «cloro la marcada
potencia antiespasmédica de 1la ABZB'
Asociando un ApDé = 0,7 a cada a4tomo de Cloro entrante en
posicién 4 y 0,6 por metilo en N-sustitucién, la actividad del ABZ8 no
se desvia mucho de 1a que serfia predecible en base a un principio de
aditividad. Esto no se concluye de la comparacién de BBB’ AB20 yABZl'
Los efectos de aditividad sélo son postulables en relacién a grupos
pequefios cuya modificacién de actividad asociada no esté sujeta a

requerimientos conformacionales.

La comparacién de ABlU’ AB21 y AB12 demuestra que, para
cadenas lineales, la actividad aumenta inicialmente con la longitud de
la cadena pero , a pesar de que el pardmetro hidrofébico predice 1lo
contrario, alcanza un valor limite para una longitud de 4 a 6 4Atomos
en la cadena hidrocarbonada. La inhibicién parcial de la actividad por
ciclacién de la cadena de 6 Atomos confirma el efecto estérico
postulado para los casos de disustitucién sobre el Nitrégeno. Esta
disustitucién esta cuantificada por un valor elevado de log P que no
se correlaciona con el aumento de la actividad. Intentando wuna
cuantificacién de -este efecto se magnificé el efcto de grupos
voluminosos (ABZZ)’ resultando también estéril la introduccidn de

activadores en posicién para para su atenuacién (ABSO)‘
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El andlisis quimico cuéntico tendia a asignar particular
H

importancia al grupo >C<N<' Con 1la intencién de comprobar su
relevancia , se sustituy® el grupo amino con formaci®én del metil éter
La estructura resultante (ABB) no es inactiva. Sin embargo, la

actividad determinada para ella (tabla 7.3) no es correlacionable con
ninguno de los paréametros analizados y, en consecuencia, su actividad
antiespasmédica debe éer resultado de otro mecanismo de interaccién.
El comportamiento antiespasmédico analizado estid, en consecuencia,
asociado a 1la presencia del grupo previamente mencionado y las
modificaciones introducidas deben tender a la variacién de sus

caracteristicas electr®nicas.

La importancia de la presencia de dos grupos fenilo, que
se hace evidente en la falta de actividad del ABZ4’ se asocia a los
requerimientos conformacionales que se logran por una disposicidn

estereoespacial adecuada de los 2 anillos planos, la cual se encuentra

impedida por la sustitucién por wun ¢grupo metilo. Esta disposicién
estereoespacial responde , dentro de las variaciones inherentes a 1la
introduccién de los distintos sustituyentes, a una

cuasi-ortogonalidad de los anilles bencénicos.

En los compuestos presentados se ha trabajado, sin
excepcidén, sobre modelqs abiertos, vale decir, ninguna modificacidn
ensayada lograba que el Nitrégeno aminico formara parte de wun ciclo
fusionado a uno de los restos fenilo. Los modelos que se obtendrian
por esta via de modificacién estructural se conocen como modelos
cerrados. La metodologia de comparacién de 1la actividad del modelo
cerrado en oposicién a la de su modelo abierto correspondiente
(modelo abierto vs modelo cerrado) permite determinar la importancia
de 1la flexibilidad del esqueleto molecular, asociaable a la
posibilidad de adquirir la cdhformacién adecuada en el momento de la
interaccién. En relacidn a la serie aqul presentada, se sintetizé el
clorhidrato de 4-feniltetrahidroisoquinoleina, modelo cerrado
correspondiente a la N-etilbencidrilamina (A827). La menor actividad

antiespasmédica de este compuesto (pDé: 3,8+0,082) demuestra:
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- la necesaria disponibilidad del par de electrones ubicado
sobre el 4atomo de Nitrdégeno de 1la porecidén aminica, previamente
comentada,

la existencia de una conformacién éptima, determinada
principalmente por la orientacidén relativa de los planos definidos por
los anillos bencénicos, para el logro de una interaccién efectiva con

el sitio especifico.

El analisis de la tablas 7.1,7.3 muestra que la relacién
inicial obtenida, expresable por una dependencia 1lineal de la
actividad antiespasmédica con el pardmetro hidrofébico log P, no es
extrapolable al conjunto completo. Sin descartar la validez de este
descriptor, contando ahora con un mayor numero de parémetros, se
reevalda la dependencia funcional que 1lo wvincula a 1la actividad
biolégica ensayada. E1l nuevo andlisis estadistico, abarcando ahora
mayor nimero de valores, demuestra que ¢éste sigue siendo el mejor
pardmetro descriptor, pero el comportamiento se ajusta en realidad a
un clasico modelo bilineal [184; 187] (ec. 7. 31) (fig.7.1)

pD, = 7,613 (¥0,94) log P - 7,81 (£1,94) log (BP+1) (7.31)
n=19, r=0,932, 5=0,425 F=32,93
g = 1,775

La dependencia encontrada manifiesta claramente que no
s&lo efectos hidrofébicos intervienen en la determinacién de la
actividad. Dejando de lado los -efectos electrénicos, extensamente
discutidos en relacidn a los calculos de los parametros
quimico-cuanticos, surgen también como condicionantes los factores
estéricos, que influyen no sélo por el no 1logro de una interaccién
efectiva a través de un efecto de volumen. sino también a través de
impedimentos rotacionales que restringen el logro de 1la conformacidn

asignable a la estructura activa.
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En consecuencia, la existencia de 1la rama
caracteristica del modelo bilineal (Fig. 7.1)

descendente,
se Jjustifica por 1la
contribucién de un efecto estérico originado en la presencia de grupos
voluminosos unidos al Nitrégeno aminico.
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Figura 7.1- Variacién de la sctividad antiespasmédica, expresada coOmoO
pDé con el parametro hidrofobico log P. E1l grafico incluye
todos los compuestos analizados, cuya actividad se reporta
en las tablas 5.1 y 7.3.
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7.5 — DISCUSION DE LA ACTIVIDAD LOGRADA EN LA ETAPA DE
OPTIMIZACION.

Luego de la nueva racionalizacién de la dependencia de
la actividad antiespasmédica con descriptores moleculares, que indica
una dependencia bilineal de ésta con el pardmetro hidrofébico log P,
debe decidirse, en basé a slgln criterio préactico, si se debe seguir
trabajando sobre el mismo conjunto en busca de una estructura mas
activa. Dos criterios empleados simultidneamente deben guiar esta
decisién:

*x la observacién de que se han logrado modificaciones
estructurales de peso suficiente para que 1la actividad biolégica

asociada haya logrado, en alguna de las estrucutras, su valor maximo,

% la observacién de que, al diseflar un segundo o, en
general, un nuevo conjunto en base a la racionalizacién del
comportamiento del anterior, no se revelan nuevos factores
(caracteristicas estructurales, propiedades fisicoquimicas) cuya

modificacién pueda relacionarse con un nuevo logro en el cambio de la
actividad.

El modelo bilineal que describe el comportamiento del
conjunto analizado, habiendose logrado en uno de los elementos del
conjunto la representacién del maximo de la curva (ABZB’ Fig.7.1),
indica que nuevas modificaciones estructurales no lograran una
potenciacién de la actividad trabajando sobre este esqueleto base

Podrian disefiarse nuevas modificaciones pero su anadlisis
nos introduciria, con seguridad, en una nueva familia de congéneres,
diferenciable de la estudiada en este trabajo.

Debe tenerse en cuenta que, a partir de la estructura
inicial (prototipo activo, BBZ)’ se ha logrado un aumento de la
actividad, expresable como pDé, superior al 50%, lo que implica que se

requiere una concentracién 100 veces menor de droga (ABZB) para el

logro de la misma respuesta.
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Aunque en algunos casos el descubrimiento de una nueva
droga puede provenir de un resultado azaroso, el disefio de una nueva
estructura gquimica que responda a una actividad deseada ha demostrado
la necesidad de un trabajo metédico, del cual no pueden excluirse
conocimientos basicos de sintesis orgdnica, relaciones fisicoquimicas
y consideraciones estadisticas, resultando ademAds imprescindible el
conocimiento de los mecanismos de accién asociados a las distintas
actividades biolégicas. De este Ultimo conocimiento podria
prepostularse, ya desde el inicio de la investigacién, la importancia
de los efectos hidrofdébicos en la determinacién de la actividad, dada
la caracteristica 1interaccidén 1lipidica de 1los antagonistas no

competitivos.

Luego del analisis de la serie se concluye que el efecto
hidrofébico participa en la descripcid9n de 1la interacciédn de 1los
derivados de la Bencidrilamina en el sitio receptor, sin ser, de
ninguna manera, el uUnico efecto que condiciona ¢ésta, segun 1lo
manifiesta el cAlculo quimico-cudntico al destacar la importancia de
los efectos electrénicos y la porcién descendente de la curva bilineal
(Fig.7.1) que esboza el aporte simultdneo de efectos estéricos a la
determinacién de la actividad medida. La fuerza de estos efectos
estéricos se manifiesta principalmente en los requerimientos
estructurales necesarios para el logroc de 1la conformacién adecuada
para una interaccién efectiva con el sitio receptor. La comparacidn
modelo abierto-modelo cerrado (pag.178) confirma la importancia de la

existencia de esta conformacidn.

Para 1la serie de compuestos analizada no se puede
enfatizar la mayor importancia de alguno de 1los efectos discutidos
frente a otro en la definicidén de su actividad. No se puede asociar,
en consecuencia, la interaccién que conduce a la manifestacién de
actividad a una interaccién hidroféhica (dependiente de la naturaleza

quimica de 1las sustancias) o electrdnica (dependiente de la
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distribucidn electrdnica de quienes interactiian). Ambos efectos estan
presentes , condicionados en su eficilencia por requerimientos

estructurales, cuantificables a través de parametros estéricos.
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St el mundo fenomenico reqguiere una explicacion
ella tiene gue ser causal;

tiene que ser explicado

como una produccion o efecto

Que requiere una causa

para llegar a ser lo gue es.

Emilio Estiu
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Espectro 1 _
4,4 "=Dicloro-N-Metilbencidrilamina. HC1 (AB28)
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Espectro 2

N-Metilbencidrilamina, IIC1 (AB1O)

211



Wwww. Lo i

Espectro 3

N-Hexilbencidrilamina., HC1l (AB12)
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Espectro 5

N-Etilbencidrilamina.liCl (AB,,)

214



Cl .
do d Y
N CHp CHo CH, CHy L HC

O

R R

Espectro 6

4-Cloro=N-ButilbencidrilaminaHCl (ABQO)
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Espectro 7

4,4“-Dicloro=N,N-Dietilbencidrilamina.HC1 (ABy)



