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RESUMEN

La sintesis de alcaloides que contienen en su estructura enamidas endociclicas derivadas del
(S)-(+)- y (R)-(-)-2-feniglicinol son utilizadas como material de partida para preparar
lactamas biciclicas enantiopuras. Estas lactamas son intermediarios en la sintesis de
alcaloides piperidinicos, muchos de los cuales tienen propiedades farmacoldgicas
importantes por lo tanto, son blancos especificos de nuevas técnicas de sintesis.
Particularmente las lactamas biciclicas derivadas de R-(-)- y S-(+)-2-fenilglicinol han surgido
como herramienta para incorporar estereoselectivamente diversos radicales en diferentes
posiciones del anillo de piperidina. En este trabajo se presenta el disefio in silico de derivados
piperidinicos y se propone una ruta sintética de los compuetos con mayor potencial bioldgico
contra enfermedades neurodegenerativas.

Cada uno de los 400 compuestos propuestos fueron analizados en la plataforma de Swiss-
Target-Prediction dando como resultado un mayor potencial en enfermedades relacionadas a
la trombina, la fosfodiesterasa 10A (PDE10A) y la p-secreteasa-1. Siendo esta ultima la
enzima de mayor relevancia por estar relacionada con el desarrollo de la enfermedad de
Alzheimer. Debido a esto se decidio trabajar con ésta para realizar el estudio de acoplamiento
molecular de los compuestos propuestos a través de su interaccion con la f-secreteasa-1.

Los compuestos con mejores interacciones a nivel in silico con fS-secreteasa-1 fueron las
series CA-5 y CA-7 las que presentaron una diferencia estadistica (p<0.05), lo que resulta en
presentar energias de acoplamiento competitivas con los 2 inhibidores de referencia (MK-
8931 (comercial) y EJ7 (preclinico). En conjunto con el andlisis interaccional, se llevo a cabo
la seleccidn de los candidatos a sintesis los cuales fueron CA-7s (3R, 6S), CA-7q (3R, 6S) y
CA-7u (3S, 6S).
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ABSTRACT

Alkaloid synthesis with endocyclic enamides derived from (S)-(+)- y (R)-(-)-2-phenyglycinol
have been employed as starting materials to prepare enantiopure bycyclic lactams. These
lactams are intermediates in piperidine alkaloid synthesis, most of which have important
pharmacological properties, a reason to be used in new synthesis techniques.

Specifically, bycyclic lactams derived from (S)-(+)- y (R)-(-)-2-phenyglycinol have been
used as a tool to stereoselectively incorprate radicals in different locations in the piperidine
ring. In this work the in silico design of piperidine derivatives is presented and a synthetic
route of the compounds with grater biological potential against neurodegenerative diseases
is also exposed.

The 400 proposed compounds were analized in Swiss-Target-Prediction platform, showing
greater potential in trombin, phosphodiesterase 10A (PDE10A) and pS-secretase-1 related
diseases. Being the last one of greater importance due to its realtionship with the development
of Alzheimer disease. For this reason, docking was performed on the proposed compounds
through their p-secretase-1 interaction.

Compounds with the best in silico interactions with f-secretase-1 were CA-5y CA-7 series,
with a statistic difference (p<0.05) and as a consequence they present competitive docking
scores with 2 of the reference inhibitors (MK-8931 (comercial) and EJ7 (pre-clinic). In
conjunction with interactional analisis, CA-7s (3R, 6S), CA-7q (3R, 6S) and CA-7u (3S, 6S)
were chosen from all prospective cadidates to be synthesized.
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INTRODUCCION

Los alcaloides son uno de los grupos mas diversos de metabolitos secundarios encontrados
en los organismos vivos y tienen una variedad de estructuras, vias biosintéticas y actividades
farmacologicas. Un alcaloide se define, segin Pelletier como: “un compuesto organico
ciclico que contiene un nitrégeno en un estado de oxidacidén negativo con distribucion
limitada entre los organismos vivos”. [1] Estructuralmente, muchos de los alcaloides son
heterociclos que contienen un atomo de nitrogeno, adem&s de uno o varios centros
estereogenicos (Figura 1).

/ Escopolamina

|
z CH;

Nicotina

Figura 1. Alcaloides nitrogenados piperidinicos.

Los alcaloides constituyen una gama diversa de productos naturales con diferentes
actividades bioldgicas, asi como usos farmacéuticos. Debido a que éstos se encuentran en
pequefias cantidades en los seres vivos, es de interés para la sintesis asimétrica, desarrollar
rutas sintéticas para acceder a estos compuestos en términos de respeto por el ambiente,
pureza quimica (pureza estereoquimica) y economia. [2] La sintesis asimétrica se ha
convertido en una de las areas mas importantes dentro de la quimica organica y de utilidad
para otras areas de la ciencia, ya que permite obtener compuestos enantioméricamente puros,
cuestion de gran interés para la sintesis de nuevos farmacos. Lo anterior se debe a que los
seres vivos estamos constituidos por receptores quirales, lo cual significa que cada receptor
interacciona Unicamente con uno de los enantiomeros. Por esta razén, la configuracion
absoluta de los compuestos juega un papel importante en la actividad bioldgica del mismo.
Tal es el caso de la talidomida, desarrollado como sedante y calmante de nauseas para
mujeres embarazadas, cuyo enantiomero levdgiro se descubrié que provocaba anomalias
congénitas, ocasionando deformaciones en el feto. [2]

Por lo tanto, uno de los retos importantes en sintesis asimétrica es la generacion de
intermediarios quirales enantiopuros que sean quimica y estereoquimicamente estables en las
condiciones de reaccion a las cuales se sometan para ser convertidos en otros intermediarios.
En este sentido, el grupo de investigacion donde se desarrollo el presente proyecto de tesis,
ha reportado desde hace varios afios la sintesis asimétrica de compuestos piperidinicos
utilizando como materia prima a las sales de piridonio que tienen incorporado como auxiliar
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quiral el (R)-(-)-2-fenilglicinol.[3] Este mismo grupo de investigacién ha reportado la sintesis
enantiopura de varios alcaloides, entre ellos a la coniina, [4] la (-)-dihidropinidina, [5] y la
(+)-indolizidina 209B. [6] (Figura 2)

H2 cl
I[,,' N
O qj \\\\"
Coniina (-)-Dihidropinidina

(+)-209B

Figura 2. Derivados piperidinicos de importancia bioldgica.

Por lo que la sintesis enantiopura de derivados de la piperidina ha atraido considerablemente
la atencion en los ultimos afios. En particular la sintesis de lactamas biciclicas derivadas de
R-(-)- 0 S-(+)-2-fenilglicinol ha surgido como materia prima fundamental, ya que permiten
la incorporacion estereoselectiva de diversos sustituyentes en las diferentes posiciones del
anillo de piperidina.[7]

En relacién a la actividad biologica de las piperidinas se encuentra reportado una gran
diversidad de estudios, particularmente sobre sistema nervioso central, [8, 9]. Aunado a esto,
actualmente con el uso de herramientas bioinformaticas se ha avanzado a una era de la
sintesis dirigida con importancia biol6gica. Asmma et al., (2021) sintetizaron lactamas
fusionadas a compuestos heterociclicos incorporando varios farmacos; en dicho estudio se
mostré que las lactamas tuvieron excelente actividad antioxidante e inhibicién de

aceticolinesterasa. [10]
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Figura 3. 4-argio-3-chloro-1-(5-(2-(5-((4-(2-methoxyphenyl)piperazin-1-yl)methyl)-2-thioxo-1,3,4-
oxadiazol-3(2H)-yl)ethyl)-1,3,4-thiadiazol-2-yl)azetidin-2-one



Por otro lado, en el estudio realizado por Espadinha et al. quienes desarrollaron antagonistas
de los receptores de NMDA a partir de lactamas biciclicas, cuyo mejor compuesto mostro

ser 4 veces mas potente que la memantina. [11]

Optimizacion de lactamas biciclicas
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Figura 4. Lactamas biciclicas como inhibidores del receptor NMDA

En este trabajo se presenta la aplicaciéon del compuesto (3R,8S,8aS)-8-bromo-3-
fenilhexahidro-5H-oxazolo[3,2-a]piridin-5-ona como material de partida para el disefio in
silico de compuestos piperidinicos con potencial biol6gico mediante la plataforma STP, para
posteriormente, analizar la energia de acoplamiento sobre el target seleccionada y finalmente

elegir los candidatos a sintesis.



CAPITULO 1. ANTECEDENTES

La sintesis del intermediario quiral (R)-1-(2-hidroxi-1-feniletil)piridin-2(1H)-ona se realiza
en buenos rendimientos por una metodologia desarrollada en el laboratorio donde realicé mi
tesis. Ademas, han publicado una serie de resultados que describen la transformacion de esta
piridona en la enamida endociclica quiral enantiopura (R)-1-(1-(2-hidroxi-1-feniletil)-3,4-
dihidropiridin-2(1H)-ona. La versatilidad de ésta Gltima estructura ha demostrado ser un
excelente punto de partida para preparar lactamas biciclicas y sintetizar
estereocontroladamente alcaloides, como se observa en el esquema 1. [12-17]

Esquema 1. Sintesis de derivados piperidinicos de importancia biol6gica.

A continuacion, se describe detalladamente cada una de la sintesis asimétrica de los
alcaloides del esquema 1, asi como la bromacion de la (R)-1-(2-hidroxi-1-feniletil)-3,4-
dihidropiridin-2(1H)-ona.

1.1 Sintesis de la coniina

En el 2001 Gnecco y colaboradores reportaron la sintesis de la coniina 10. Realizaron la
reduccion selectiva del doble enlace de la piridona 1 y generaron la enamida 2. Este
compuesto lo hicieron reaccionar con HCI (g) accediendo al oxazol 6 en rendimiento
cuantitativo, posteriormente, llevaron a cabo la apertura con cloruro de n-propil magnesio
obteniendo el compuesto 8. Después de la reduccion del carbonilo amidico e hidrogendlisis
obtuvieron el compuesto 10 con un rendimiento global del 58%. (Esquema 2) [14]



OH
Ph Ph Ph H/Ph
HO /—(
/\f L-Selectride HO/\’ HCl(q) o n-propil-MgCl

N__O __>oecnee | N_O — 9 _ N__O ~_ N_0O
| THFanh. 85% @ cuantitativo U THF 85% g
8

1 2 6
LiAlH,
THF, 90%

OH

H H ~ H,Ph
., N H,, Pd/C, HCI
N AN (¢]] 42— ~_ N
EtOH, 90% Q
9

10

Esquema 2. Ruta sintética para la obtencién de la coniina.

1.2 Sintesis de (-)-dihidropinidina y (+)-indolizidina 167B.

En 2004 Roa y colaboradores reportaron la sintesis de la (-)-dihidropinidina y la (+)-
indolizidina 167B. Ellos partieron de la piridona 1 la cual redujeron bajo las condiciones
establecidas generando el compuesto 2 que después de dos etapas accedieron a las lactamas
11. Posteriormente, hicieron reaccionar las lactamas biciclicas 11 con los correspondientes
reactivos de Grignard accediendo a los compuestos 12 y 13 en un rendimiento del 90% vy
88%, respectivamente. Después de hacer la hidrogendlisis obtuvieron 14 y 15 con
rendimientos cuantitativos. Esquema 3. [16]
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Esquema 3. Sintesis de (-)-dihidropinidina y (+)-indolizidina 167B.

1.3 Sintesis de la indolizidina (+)-209B

En 2009 Gnecco y colaboradores!*’! reportaron la sintesis de la indolizidina (+)-209B. La
sintesis de este compuesto se llevo a cabo en seis etapas a partir de la enamida endociclica
quiral 16. Primero, éste compuesto lo trataron con HCI en metanol y obtuvieron
cuantitativamente la lactama 17. Posteriormente, a 17 lo hicieron reaccionar con el bromuro
de pentilmagnesio generarando 18 en un rendimiento del 70%. Luego 18 lo trataron con
POBr3 accediendo a 19 y finalmente después de tres etapas obtuvieron la indolizidina (+)
209B con un rendimiento global aproximado del 26%. Esquema 4.
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Esquema 4. Sintesis de la indolizidina (+)-209B.



1.4 Herramientas bioinformaticas en la sintesis.

Las nuevas tendencias buscan que la sintesis experimental de nuevos compuestos tenga una
aplicacion préctica. Aunado a esto, las herramientas bioinforméticas permiten predecir
actividades bioldgicas (in silico) de nuevos compuestos antes de ser sintetizados y
caracterizados en el laboratorio, accion que incrementa la eficacia y reduce el costo en el
proceso de desarrollo de nuevos compuestos con potencial biolégico y terapéutico.

El método in silico predice un conjunto grande de compuestos y ha sido aplicado en el
desarrollo de hipdtesis para la accion bioldgica de nuevos compuestos, incluye bases de
datos, relaciones cuantitativas de estructura-actividad, busqueda de similitud, farmacéforos
y herramientas de anélisis de datos, entre otros. Tales métodos han sido utilizados con
frecuencia en el descubrimiento y optimizacion de nuevas moléculas con afinidad a un target
y en los procesos de absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion (ADME) y toxicidad.
[18].

Una plataforma utilizada para la prediccion del target méas probable relacionada con
moléculas pequefias es Swiss Target Prediction. Por ejemplo, en un estudio realizado por Liu
et al. en el que se explord el mecanismo que la fruta de guarana tiene sobre el sistema
nervioso central, se predijeron los posibles targets para cada componente en estudio en STP.
Relacionaron los componentes del guarana-target-gen-enfermedad verificando la funcion
principal por docking molecular.

Relacionado a lactamas biciclicas por docking molecular, Espadinha et al. dearrollaron
antagonistas al receptor N-Metil-D-aspartato (NMDA). La activacion de los receptores
NMDA se ha asociado a la pérdida neuronal y enfermedades como el Parkinson y el
Alzheimer. Recientemente, la accion sobre el receptor de NMDA ha sido considerado un
método efectivo para el tratamiento de dichas enfermedades. Los mismos autores mostraron
que el mejor compuesto fue 4 veces mas potente que la memantina, un antagonista de los
receptores NMDA y de uso clinico para el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. [19]



OBJETIVOS

Objetivo general

Disefar in silico derivados piperidinicos inhibidores de la f-secreteasa 1; un blanco
terapéutico en las enfermedades neurodegenerativas.

Objetivos particulares

e Elegir el target biologico mediante el analisis bidimensional de las moléculas
propuestas por Swiss Target Prediction.

e Analizar por docking molecular las interacciones moleculares con la S-secreteasa 1
de las moléculas propuestas.

e Analizar el efecto de la diastereoisomeria en la interaccién molecular in silico.

e Seleccionar los compuestos con mejor potencial inhibitorio de la f-secreteasa 1.
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CAPITULO 2. DISCUSION DE RESULTADOS
1.1 METODOLOGIA

De acuerdo a la experiencia de nuestro grupo de invesigacion y de los resultados obtenidos
en la sintesis del (3R,8S,8aS)-8-bromo-3-fenilhexahidro-5H-oxazolo[3,2-a]piridin-5-ona se
planteo el esquema de reaccion 5, para obtener derivados piperidinicos introduciendo grupos
alquilo en las posiciones 3 y 8a con el objetivo de analizar el efecto del grupo R, mediante
herramientas bioinformaticas, en el potencial bioldgico contra patologias humanas.

HO
(R,Ph (R),Ph ,Ph Ph
O, N_O O, N_O O, N_O R, _N_O
(S) - s (S) p— I
R (R)
Br HoN BocHN R4 BocHN R4
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HO BnQ HO
K(Ph Ph \'/Ph
R, N (o] R2 N (o] Ry N (0]
X = 0 —- X
—_— —_—
HoN BocHN R4 H,N R4
CA-5VI-X CA-6a-y CA-7a-y

Esquema 5. Propuesta sintética.

El proyecto se dividio en etapas, las cuales se observan en la jError! No se encuentra el
origen de la referencia., partiendo de moléculas disefiadas.

Swiss Target

.  \Moléculas 2D Prediction
(STP)

Eleccidn de
diana

Construccion de Docking Preparacion de
modelo 3D molecular diana

Seleccién de

Andlisis de moleculas con
Resultados potencial
bioologico

Figura 5. Esquema de trabajo.



El modelamiento de las moléculas propuestas en 2D se llevo a cabo en el programa
ChemDraw Professional 17.1. Posteriormente, estas moléculas se ingresaron en la plataforma
Swiss Target Prediction (STP), la cual es una plataforma de biocomparacion que se encuentra
en linea y predice los targets mas probables de moléculas pequefias, cuyas predicciones se
basan en el principio de similitud. Los resultados obtenidos de dicha plataforma fueron
analizados. Con este analisis se construyeron las gréaficas de target de frecuencia estructural,
construidas en Microsoft Excel y para saber qué compuestos podrian tener una interaccion

favorable con qué target. De esta manera se pudo elegir el target objetivo.

Para llevar a cabo el estudio de acoplamiento molecular (docking), el target elegido se
preparo a pH fisioldgico, se le adicionaron hidrégenos y se eliminaron las moléculas de agua.
Por otro lado, los ligandos se construyeron en modelo 3D tomando en cuenta la
estereoquimica para poder calcular la energia de acoplamiento entre el target y los ligandos.
Posteriormente, se realizé el andlisis de resultados, escogiendo como candidato ideal a
aquella estructura con mejor energia de acoplamiento, para que finalmente se obtenga la ruta

retrosintética para su posterior sintesis en el laboratorio.

Los resultados obtenidos de la metodologia previamente descrita se dividieron en 3
secciones; la primera consta del analisis de potencial de las moléculas disefiadas, en la
segunda se analiza el efecto in silico sobre el target seleccionado, asi como el efecto de la
estructura a nivel estadistico y quimico y el en la seccion 3 se propondra la ruta retrosintética
estereoespecifica para los derivados con mayor potencial bioldgico.

1.2 Swiss Target Prediction (STP)

La primera herramienta bioinformatica que se utiliz6 fue el STP para determinar los targets
candidatos a evaluacion por acoplamiento molecular, asi como delimitar las enfermedades
relacionadas con estos y elegir las de mayor frecuencia. La identificacion de un target es un
proceso crucial para entender el mecanismo de accion de compuestos activos, para lo cual
existen diversos métodos experimentales como la cromatografia de afinidad; sin embargo,
este tipo de enfoque es laborioso, costoso y en ocasiones no fructifero. En cambio, la
identificacion de targets por identificacion computacional (target prediction) es poco costosa
y efectiva, que puede reducir targets potenciales a uno cuantos de los candidatos mas
probables. Existen diferentes herramientas computacionales, en este caso STP utiliza la
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busqueda por similitud quimica, la cual se basa en la observacion de que compuestos con
similitud estructural generalmente tienen actividades bioldgicas parecidas. [20]

Con la finalidad de estudiar el efecto del grupo alquilo R se eligieron de menor a mayor
volumen estérico en las posiciones 3 y 6 generando un total de siete series, los cuales se
enlistan en las tablas 1 y 2.

Tabla 1. R1= Electrdfilos para la serie 3, R2= Nucledfilos para la serie 5.

CH, CH,

CH3CH2 CHa(CHz)z
CHa(CHz)a i‘Pr
CH,CH,CO Ph
Bn Bn

Tabla 2. Combinacién de radicales R1 y R2 para las series 4, 6y 7.

Dado que la plataforma STP es una herramienta bionformatica de comparacion estructural
en dos dimensiones los efectos de estereoquimica se desprecian, a fin de comprobar esto, se
evaluaron los 2 diastereoisomeros de CA-3Il (jError! No se encuentra el origen de la
referencia.) en donde se puede observar que la estereoquimica no genera un efecto sobre los
targets.
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0 CH,

Target

Target

Figura 6. Comparacion del efecto estereoquimico de los derivados piperidinicos por STP.

Se estudiaron 87 compuestos (sin considerar estereoquimica) que fueron sometidos al
analisis por STP, se obtuvieron los mejores targets, se obtuvo cuantos de los compuestos
propuestos en la ruta sintética tuvieron interaccion con algun target en particular. EI analisis
se llevo a cabo a partir del compuesto bromado, el cual es el material de partida, para
descartar el hecho de que la materia prima fuese mejor candidato para cierto target que los
demas compuestos propuestos dentro de la ruta sintética. Cada una de las moléculas fue
disefiada en 2D en el programa ChemDraw, sin tomar en cuenta la estereoquimica.
Posteriormente, se utilizd el sistema SMILES para ingresarlo a la plataforma STP. La ventaja
de esta notacion es que permite obtener una especificacion meticulosa de la estructura
guimica en codigo de cadena lineal. Los resultados obtenidos fueron procesados tomando en
cuenta los primeros 15 targets, siendo éstas las mas representativas para cada compuesto
(iError! No se encuentra el origen de la referencia..
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Query Molecule

HN o
\f CH,
A

CH,

H.C
| Kor @]

- Known

Target common UN'PIOt  GhEMBLID  Target Class Probability* actives

(3D/2D)
Butyrylcholinesterase BCHE FOG276 CHEMEL1914  Hydrolase | 55017 &
Acetylcholinesterase ACHE F22303 CHEMELZ220 Hydrolase | 90410 &
Prostanoid EP1 receptor PTGER1 F34995 CHEMBL1gqq Fomiv AG protein- | 5210 &

- . coupled receptor
. - T Family A G protein- 3,
Qrexin receptor 2 HCRTR2 043514 CHEMEBL4792 coupled receptor | 43760 &
Anandamide amidohydrolase FAAH 000519 CHEMELZ2243 Enzyme | 030 &
- _— . Family A G protein- 3
EBombesin receptor subtype-3 BRS3 F32247 CHEMEL40&0 coupled receptar | 2000 &
Isocitrate dehydrogenase [NADF] cytoplasmic IDH1 0758874 CHEMELZ2007625 Enzyme | 2940 &
] . . Family C G protein- 3
Metabotropic glutamate receptor 5 GRMS F41594 CHEMEBL3227 coupled receptar | 22200 &
Fhosphodiesterase 104 FDE10A  QO8Y233 CHEMEL4402  Phosphodiesterase | 78400 &
Kinesin-like protein 1 KIF11  P52732  CHEMBL45E1 grtgt"é’in“ms““c | 410 &
Melatonin receptor 1A MTNR1A  P48039  CHEMBL1g45 ' omiyAG protein- | 28000 &
: coupled receptor

] ; . ~  Family A G protein- 3
Melatonin receptor 1B MTNR1E P49285 CHEMEL1946 coupled receptar | 28600 &
Translocator protein (by homology) TSFO P30536 CHEMEL5742  Membrane recepior | 14300 &
Arachidonate 5-lipoxygenase ALOXE FOS917 CHEMELZ215 Oxidoreductase | 9140 o
Monoglyceride lipase MGLL Q89585 CHEMEL4191  Enzyme | 1800 &

Figura 7. Targets para la molécula 311 obtenidas por STP.

Los datos obtenidos de los targets fueron condensados en graficas de frecuencia estructural,
tomando en cuenta el criterio 50+1. De manera global, los derivados propuestos en el
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esquema 5 se pueden observar en

Diagrama 50+1 global

10

o

X 80
e
'540
c 20
)
0
>
O 0D x I CRAZI AT 2T N SN S V-
0 &S L Q%c%%q?QQQ@G?\L\’@é@%
= v&%&&&&@@ Q,v&%o FE L & & o
Proteina

B Serie CA-3 M Serie CA-4 HSerie CA-5 M Serie CA-6 M Serie CA-7

Figura 8. Diagrama 50+1 global de los derivados piperidinicos estudiados.

8, los targets con mayor frecuencia. En la serie CA-3 son fosfodiesterasa 10A (PDE10A) y
hipocreatina receptor 2 (HCRTR2); para la serie CA-4, la p-secreteasa-1 (BACEL) y
subunidad de receptor colinérgico de la nicotina beta 3 (CHRNB3); para la serie CA-5
dipeptidilpeptidasa 4 (DPP4), receptor opioide mu 1 (OPRM1) y acarreador de soluto familia
6 miembro 4 (SLC6AA4); para la serie CA-6 catepsin L (CTSL) y acarreador de soluto familia
6 miembro 4 SLC6A,; finalmente para la serie CA-7 la presenilina 2 (PSEN2). Esta gréfica
se llevo a cabo con el fin de obtener los targets mas recurrentes para cada serie de compuestos
(Figura 9-12).

Diagrama 50+1 global

@ F QS“\’ & & & & SR R J K
$\<5JQ>V%\‘*° DARSAIRO S AR

10
8
6
4

o O O O

frecuencia (%)
N
o

Proteina

M Serie CA-3  mSerie CA-4 mSerie CA-5 ®Serie CA-6 W Serie CA-7

Figura 8. Diagrama 50+1 global de los derivados piperidinicos estudiados.

Dado que los cambios estructurales en la ruta sintética propuesta son significativos, no es
adecuado estudiar a todas las moléculas en conjunto; debido a esto, se decidio fragmentar
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segun el tipo de derivado en la ruta sintética. Para el caso de los derivados CA-1y CA-2, son
moléculas Unicas, por lo que no hay un efecto de incidencia con respecto a el target de
estudio. Para la serie CA-3 (9), la cual se trata de una lactama biciclica, que en la posicion 3
se agrego el sustituyente Rz y en la posicion cinco el grupo amino se encuentra protegido por
Boc. STP arrojo 10 targets que cumplen con el criterio 50+1, destacando las que se muestran
en la figura 9.

HCRTR2
PTGER1
BCHE
PDE10A
HCRTR1
MTNR1A
PDE10A
GRM5
IDH1
ACHE

Target

o
=

2 3

Frecuencia

=
[%a]

Figura 9. Targets moleculares. Frecuencia para la serie 3 que cumplieron con el criterio 50%-+1.

Para la serie CA-4 (

) s6lo se repitio la fosfodiesterasa 10A (PDE10A) y se obtuvieron nuevos targets de interés
como la trombina (F2) y la S-secreteasa 1 (BACE1), lo que es indicativo de la dependencia
con la estructura y como los cambios estructurales que se proponen pueden modificar el
potencial bioldgico.



F2
BACE1
REN )
PDE10A )
CCKBR )
CTSD )
MMP3 )
BACE2 " Ry N O
CRHR1 )
PDE2A )

15 BocHN2o R
CA-4a-y

Ph

Target

0
Frecuencia

Figura 10. Targets moleculares. Frecuencia estructural para la serie 4 que cumplieron con el criterio 50%+1.

El mismo efecto se obtuvo en las series CA-5, CA-6 y CA-7, se repite algun target observado
en las series anteriores; sin embargo, aparecen otros nuevos targets con los que dicha serie
de moléculas podria interactuar.

SLC6A4
DPP8
OPRM1
METAP2
+—  DPP4
&  DRD2
S SLCBA3
= F2
XIAP HO Ph
DRD3 \(
HTR2A R, N. O
CHRNB3
0 1 2 . 3 U 5
Frecuencia H,N
CA-5VI-X
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TACR1
CRHR1
CTSL
4+ PSMB5S
[
Y] NR1H4 BnO
5 CTSK Ph
= wmapk14
CTss R,. N. _O
PTGER]
CTSD
BocHN R,
0 5 10 15 20 5
Frecuencia CA-6a-y
F2 ’
DPP4 J
METAP2 ’
+ OPRMI1 J
g}o BACE1
PSEN2 ’
,f:ﬂ DRD2 » HO
CTSD ’ Ph
Dppg | 4
XIAP )
F10 ’ R2 N O
SLCBA3 ’ Nll
0 5 10 15
Frecuencia Ha Ri
CA-7a-y

Figura 11. Targets moleculares. Frecuencia estructural para la serie 5, 6 y 7 que cumplieron con el criterio
50%+1.

Tomando en cuenta el criterio 50%+1, se obtuvieron los targets con mayor frecuencia en mas
de una serie. También se llevé a cabo un analisis para determinar el potencial biomédico de
los derivados piperidinicos. En la Tabla 3, se enlistan las enfermedades relacionadas a cada
uno de los targets obtenidos, destacando la B-secreteasa 1, una enzima que ha sido
relacionada con enfermedades neurodegenerativas.

Tabla 3. Targets moleculares con mayor frecuencia y sus patologias relacionadas.

Targets Enfermedades en los humanos
moleculares
F2 Enfermedades cardiovasculares, cancer renal
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BACE1
PDE10A
CRHR1
DPP4
METAP2
OPRM1

Enfermedades Alzheimer
Cancer colorrectal
Glioma, cancer de higado

Cancer renal y de tiroides

Céncer de higado, colorrectal, mama y prostata
Melanoma.

La proteina con mayor frecuencia, tomando en cuenta cada una de las moléculas propuestas
en la ruta sintética, es la trombina-F2 (Tabla 3), la cual esta relacionada con enfermedades
cardiovasculares y céancer renal; sin embargo, no se presentd una alta selectividad,

particularmente se demostré con la molécula CA-4g, como se observa en la figura 11.

CH;

HOPO

" Known

Target C‘::m:” U”]'Emt ChEMBLID  Target Class Probability* actives

(3D/2D)
28/3% &
Beta-secretase 1 BACE!  PSG817  CHEMBL4S22 Protease | | 838/330 &
n
Renin REN  POOTS7  CHEMBL2S6  Protease | | 6177808 &
Befa secretase 2 BACE2Z  QOY5Z0 CHEMBL252%  Profease | | 43124 &
n
Thrombin F2  POOTM  CHEMBL204 Protease | | 100/301
Matrix metalloproteinase 3 MWP3 PO3254 CHEMELZ283  Protease | | 29/216 &
. . Family A G protein- PO
Cholecystokinin B recepfor CCKBR  P32239 CHEMELZ83 coupled receptar | | 947303 &
Phosphodiesterase 2A PDE2A 00408  CHEMEBL2652  Phosphodiesterase | | 12610 &

Figura 11. Molécula CA-4g.

La molécula CA-4g fue ingresada a STP para obtener informacién acerca de las proteinas

relacionadas con la misma. El resultado fue que esta molécula interactda con la S-secreteasa-

1 (Tabla 4) de manera exclusiva, lo que significa que este compuesto es altamente especifico
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y podria ser un buen candidato a sintesis como inhibidor farmacoselectivo de dicha enzima,
ya que posiblemente pueda tener una baja probabilidad de efectos secundarios.

Por lo expuesto anteriormente, es que se decidié continuar el trabajo con la f-secreteasa 1
(BACEL1), target que ha sido implicado con neuropatias que afectan al SNC, donde la
enfermedad de Parkinson y la enfermedad de Alzhaimer, enfermedades con una alta
frecuencia en la poblacion adulta mayor. Cabe resaltar que aun no existe cura eficaz para
estas y disminuye la calidad de vida de los pacientes. Ademas, la prevalencia de ambas
enfermedades aumentara y tendran costo excesivo para el sector salud, afectando el

presupuesto federal. [21]
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1.4 Potencial efecto inhibidor de los derivados piperidinicos sobre BACE-1

La f-secretasa 1 o0 BACE-1 es una proteasa aspartica transmembrana que pertenece a la
familia Al de las peptidasas. La proteina madura tiene 501 aminoacidos, posee un “pocket”
considerado grande, donde se han podido acomodar hasta 11 residuos de aminoacidos. El
dominio catalitico tiene 2 motivos de hexapéptidos cada uno con un residuo de &cido
aspéartico que forma una diada catalitica intimamente involucrada en la protedlisis de los
sustratos. Ademas tiene una molécula de agua unida a los aspartatos cataliticos y el dominio
movil con la que cuenta sobre el sitio activo, se encuentra en una conformaciéon parcialmente
cerrada. La proteina BACEL se sintetiza inicialmente como zimdgeno que se convierte en su
forma madura por las convertasas de furina en el aparato de Golgi. Durante su maduracion,
la BACE1 experimenta varias modificaciones post-transduccionales y su localizacion

intracelular esta influenciada por las proteinas regulatorias. [22]

Las placas amiloides, compuestas principalmente por el péptido p-amiloide se forman en el
cerebro de los pacientes con Alzheimer y las mutaciones en 3 genes ocasionan comienzo
temprano de la enfermedad de Alzheimer tipo Familiar (FAD) incrementando de manera
directa el péptido promotor de placa B-amiloide42. El péptido 3-amiloide es el producto del
catabolismo de la proteina precursora del -amiloide (APP). Los depdsitos amiloides ocurren
antes de la formacion de los ovillos neurofibrilares, que resultan de la agregacion
intraneuronal del enlace de microtubulos de la proteina tau debido a la modificacién post-
traduccional alterada como la hiperfosforilacién y/o acetilacion. Tanto los oligémeros de f-
amiloide como los tau pueden cambian la comunicacién neuronal y conexiones sinapticas.
[23]

Tanto la beta y gama secreteasa, endoproteolizan la APP para liberar el péptido B-amiloide.
[24] En el cerebro de los pacientes con Alzheimer, se acumulan niveles anormales de la APP,
formando placas que se juntan entre neuronas interrumpiendo la comunicacion y la funcion
celular. [25]

La relacion que existe entre la enfermedad de Alzheimer y la de Parkinson es que,
aproximadamente 50% de los pacientes con Enfermedad de Parkinson que presentan

demencia, desarrollan también un numero considerable de placas B-amiloide y ovillos
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neurofibrilares. [26] Lo anteriormente descrito forma parte de una hipédtesis llamada:
“Hipotesis de B-amiloide y amiloide” ya que las causas del Alzheimer siguen bajo
investigacion. Aunque esta claro que la EA es una enfermedad de falla sinaptica, los
mecanismos concretos que causan las disfunciones neuronales y supervivencia, involucran
multiples aspectos aun por determinar.

Dado que existe una sélida evidencia que apoya la hipdtesis “amiloide”, la terapia para tratar
el Alzheimer esta enfocada activamente a disminuir los niveles de AP para mejorar o revertir
las fallas sinapticas en los pacientes. Existen diversas evidencias que avalan la inhibicion de

BACE1 como enfoque atractivo para tratar a los pacientes con Alzheimer.

En primer lugar, se ha mostrado que la eliminacion de la BACE1 reduce la produccion de
APy las deficiencias cognitivas/de comportamiento. En ratones transgénicos se observo
sobreexpresion de APP por mutacién del gen. En segundo lugar, la mutacién del gen BACE
en el sitio de rompimiento del APP disminuye 40% la produccion in vitro de AB y
conglomerados de AP, se reduce de 5 a 7 veces el riesgo de desarrollar EA. Se ha reportado
mayor resiliencia a la disfuncion cognitiva en individuos mayores. Tercero, las vesiculas que
contienen BACEL también se han identificado cerca de zonas activas y la inhibicion de la
BACEL reduce directamente las discapacidades mediadas por el AB en la transmision

sinaptica.

Durante los altimos 20 afios, se han llevado a cabo esfuerzos para disefiar y desarrollar
inhibidores de la BACE1 que sean selectivos, permeables a la célula, biodisponibles
oralmente y que penetren la barrera hematoencefalica. Los inhibidores desarrollados estan
siendo probados en animales y humanos. Cinco de estos farmacos se mencionan a

continuacion de acuerdo a la publicacion de Das Brati y Yan Rigiang.

» Verubecestat (MK-8931). Es un inhibidor molecular pequefio con disponibilidad oral
que atraviesa la barrera hematoencefalica. Verubecestat forma interacciones entre la
amidina de Verubecestat y el elemento bivalente catalitico de la BACE1 a traves de
puentes de hidrdgeno. La inhibicion de la BACEL por este farmaco es potente, aunque
resulta ser mas potente para la BACE2. El tratamiento a largo plazo con Verubecestat

en animales puede reducir considerablemente AB40, Ap42y el péptido soluble la
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proteina precursora beta amilide (SAPP) en el fluido cerebroespinal (CSF) vy el
cerebro.

En un estudio finalizado (2018) con 1958 individuos la AB40, Ap42y SAPP
redujeron el 80%; sin embargo, hubo efectos adversos como ansiedad, insomnio y

pérdida de peso, asi como salpullido y cambios en el color del cabello.

Figura 12. Estructura del Verubecestat (MK-8931).

» Lanabecestat (AZD3293). Molécula pequefia, administrada de forma oral,
desarrollada por AstraZeneca. El estudio de fase | comenz6 en 2014 y el resultado de
los ensayos demostro excelente tolerabilidad, seguridad y perfiles metabdlicos en
personas mayores sanas y pacientes con EA con discapacidad cognitiva moderada.
En las fases clinicas 1I/111 midieron la eficacia y la seguridad. Sin embargo, el ensayo
se descontinud en julio de 2018 debido a no resultd ser seguro ni eficaz.

Figura 13. Estructura del Lanabecestat (AZD3293).

» Atabecestat (JNJ-54861911) ha sido desarrollado por Shionogi en colaboracion con
Janssen, es un inhibidor de tamafio pequefio que atraviesa la barrera
hematoenfefalica. Durante la fase |1 mostro reduccion de AB1-40 de 67-90%, con

efectos adversos menores como dolor de cabeza y espalda, con lo cual se pudo
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avanzar a la fase Il. Sin embargo, en un ensayo llamado EARLY iniciado en 2015,
se observd elevado numero de enzimas hepaticas en 2 pacientes, por lo que la
farmacéutica Janssen anuncié la no continuacién del ensayo (mayo de 2018), siendo

la razon principal, el riesgo potencial de los pacientes a desarrollar lesiones hepaticas.

NH,

NC

Figura 14. Estructura del Atabecestat (JNJ-54861911).

Elenbecestat (E2609) originalmente desarrollado por Eisai como una molécula
pequefia inhibidor de la BACEL. Las pruebas de fase | reportaron que los
participantes experimentaron efectos adversos como dolor de cabeza y mareo. Este
farmaco llegd hasta la fase I1l; en la segunda parte de este proyecto en el 2017 se
revel6 menos declinamiento en cognicién funcional ademéas de reduccion
significativa en los niveles de Ap;sin embargo, se revelé que los pacientes
presentaron efectos adversos como infeccion del tracto respiratorio superior,
alteracion en el patron de suefio y pesadillas, dermatitis, dolores de cabeza, diarrea 'y

caidas. Sin embargo, no reportaron toxicidad hepatica.
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Figura 15. Estructura del Elenbecestat (E2609).
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» CNP520. Continta la fase I1/111 de la prueba como una terapia de combinacién para
retrasar el comienzo y progresion de la EA. Con este farmaco no se registraron
despigmentacion del cabello, degeneracidn de la retina, toxicidad hepatica y efectos

adversos cardiovasculares. [23]

» ElI  N-(3-((1R,5S,6R)-3-amino-5-metil-2-oxa-4-azabiciclo[4.1.0]hept-3-en-5-il)-4-
fluorofenil)-5-metoxipirazina-2-carboxamida (EJ7) es un inhibidor tedrico cuya
sintesis diasteroselectiva fue publicada en el 2018 junto con otros compuestos que
contienen 2-oxa-4-azabiciclo[4.1.0]hept-3-en-3-amina. El EJ7 fue identificado como
inhibidor potente de la BACE con propiedades ADME aceptables. Cuando el
compuesto fue probado in vivo mostrd reduccion significativa de los niveles de
AB—40 en el cerebro y CSF en un estudio farmacodinamico en ratas, por lo que es

conveniente para estudios in vivo de compuestos eficaces para el tratamiento de EA.

Este compuesto fue escogido de la base de datos de la pagina web del Protein Data Bank
(PDB) entre cientos de compuestos que estan siendo probados, debido a que cuenta con
los mejores parametros de rayos X: Rfree= 0.184, Clashscore= 1, Ramachandran
outliers= 0, Sidechain outliers= 0.3% y RSRZ= 2.9%. [27]
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Figura 16. . Estructura del N-(3-((1R,5S,6R)-3-amino-5-metil-2-oxa-4-azabiciclo [4.1.0]hept-3-en-5-il)-4-
fluorofenil)-5-metoxipirazin-2-carboxamida.
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Se han hecho diversos estudios para entender la base molecular de EA, la cual aun no ha sido
conocida en su totalidad. Se sabe que la presencia de las placas 3-amiliode extracelulares, la
formacion de ovillos neurofibrilares intracelulares, y el desequilibrio de neurotransmisores
de acetilcolina como la ACh son distintivos clave de esta enfermedad.

Con base en la hipdtesis colinérgica, en la corteza cerebral, prosencéfalo (forebrain) y el
hipocampo de los pacientes, el sistema colinérgico estd severamente afectado, lo que
ocasiona secrecion y concentracion reducida de ACh en la sinapsis que induce discapacidad
cognitiva y de memoria.

La acetilcolinesterasa (AChE) y la butirilcolinesterasa (BChE) son las responsables de la
regulacién y degradacion de acetilcolina, han sido estudiadas como posibles objetivos para
el tratamiento de enfermedad de Alzheimer (EA). A pesar de que no se tiene claro cuél es la
funcion de BChE, se propone que ésta protege a la AChE hidrolizando toxinas que pueden
dafar o desactivar la AChE.

Hasta ahora, el tratamiento mas importante para el tratamiento de EA son los inhibidores de
colinesterasa como el donepenzil que incrementan la concentracion de Ach en la hendidura
sinaptica. Por tal motivo, el grupo de investigacion de Basari se basd en los estudios
realizados por Raymond T. Bartus que mostraron que las espiropirrolidinas son capaces de
inhibir ambas enzimas, AChE y BChE por lo tanto pueden ser buenos candidatos para el
tratamiento de EA, quienes utilizaron técnicas de modelado molecular para disefar
inhibidores efectivos de estas dos enzimas. Los 2 mejores compuestos se muentran en la
figura 17.

Jj Ar=CsHsN

o Ar = pCIC¢H;

Figura 17. Estructura de las 2 mejores espiropirrolidinas.

Estos compuestos mostraron actividades inhibitorias mas elevadas que el galantamina,
determinando que estos mismos compuestos podrian ser modificados para aumentar su
potencia inhibitoria. [28]
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Por otro lado, en el estudio realizado por Hostalkova et al., tres nuevos alcaloides, bersavine,
muraricina y berbostrejdine junto con otros 7 alcaloides isoquinolinicos fueron aislados a
partir de un extracto de la raiz de Berberis vulgaris, especie que crece en Europa Central y
noroeste de Iran. Dichos alcaloides fueron evaluados in vitro por su actividad inhibitoria
contra acetilcolinesterasa, butirilcolinesterasa, prolil oligopetidasa y cinasa-34 glucogeno
sintasa, asi como por su habilidad para atravesar la barrera hemato-enceféalica.

La disminucion progresiva en los niveles de aceticolinestereasa (AChE) en el cerebro de
pacientes con EA se contrapesa por la actividad elevada de butirilcolinesterasa. La
butirilcolinesterasa reemplaza el papel de AChE en la hidrélosis de acetilcolina (Ach) en
etapas posteriores de la EA. La aromolina obtuvo el resultado mas potente como inhibidor
selectivo de la butirilcolinesterasa humana (hBuChE) dentro de todos los compuestos bajo
estudio. Los inhibidores de BuChE no s6lo mejoraron la cognicidn, sino que también reduce
los niveles de APP, fuente de AP de las placas amiloides. [29]

OCH,

Figura 18. Estructura de la aromolina.

1.5 Andlisis Energético de acoplamiento molecular con la BACE-1

Dada la participacion de la enzima f-secreteasa en las enfermedades neurosegerativas es de
interés el disefio de nuevas opciones de inhibicion, por lo que se propusieron los compuestos
mostrados en la jError! No se encuentra el origen de la referencia.jError! No se
encuentra el origen de la referencia., moléculas que mediante STP presentaron alta
probabilidad de interaccion (>50%). Cabe destacar que la probabilidad de interaccion no los
vuelve inmediatamente candidatos a farmacos, debido a que una interaccion no siempre es
favorable asi como no en todos los casos es mejor que los farmacos existentes, por lo que
mediante el docking molecular, realizado en Schodinger se logro establecer el potencial in
silico de éstos candidatos.
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Esquema 5. Propuesta sintética.

Para llevar a cabo el estudio de acoplamiento molecular (docking) fue necesario estudiar las
diversas formas y funciones de BACEL. Para ello se recurrié al repositorio del PDB donde
se puede encontrar las coordenadas atdbmicas de macromoléculas bioldgicas. También
cristalografia de rayos X y espectroscopia RMN. Es necesario destacar que los modelos
atébmicos determinados por cristalografia de rayos X se prefieren a los que se generan por
espectroscopia RMN si la aplicacion es para el disefio de farmacos basado en estructura.

Las métricas que se utilizaron para comparar indicadores de calidad importantes para la
eleccion del cristal con codigo PDB: 6C2I1, se pueden observar en la figura 19 , destacando
que el valor Rfree es de 0.184, lo cual es un valor tipico que indica la calidad del modelo
atébmico obtenido de los datos cristalograficos; clashscore se refiere al niGmero de pares de
atomos en el modelo que se encuentran muy cerca unos de otros, el nimero de choques por
cada 1000 &tomos; Ramachandran outliers son aquellos aminoacidos que no tienen angulos
diedros favorables, para poder observarlos mas féacilmente se utiliza la gréafica de
Ramachandran. Se considera un sidechain outliers si el conjunto de los angulos de torsion no
es parecida a ninguna combinacion; las cadenas laterales de las proteinas generalmente
adoptan distintos valores de angulo de torsion. Real-space R-value (RSR) es una medida de
la calidad de ajuste entre la parte del modelo atdmico y los datos en el espacio real. Un residuo
en un RSRZ outlier si su valor de RSRZ es myor a 2. Para esta estructura cristalogréafica, los
parametro se encuetran hacia la parte azul, lo cual indica que la resolucion es buena. [30]
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Figura 19. Gréafica de calidad del cristal.

El estudio de acoplamiento molecular de los ligandos objetivo se comparé con los resultados
de la interaccion de la p-secreteasa con 2 inhibidores, uno comercial que es el verubecestat
(MK-8931) y otro experimental, el EJ7. EI Verubecestat es uno de los farmacos lideres que
ha llegado a las etapas de las pruebas clinicas, cuya EA = -4.298 kcal/mol. Por otro lado, el
EJ7 es el inhibidor con el que fue estudiada la B-secreteasa 1, cuenta con la mejor puntuacion
en la base de datos del PDB. Ademaés, el EJ7 fue identificado como inhibidor potente de la
BACE con propiedades ADME aceptables, que cuando fue probado in vivo, demostrd
reduccion significativa de los niveles de APao en el cerebro y en el liquido cefalorraquideo
de rata. Su energia de acoplamiento (EA) es de -6.050 kcal/mol. [31]

NH,

/OY\N H N)\O

EA=-6.050 kcal/mol

Figura 20. Inhibidor preclinico EJ7

En la figura 23, podemos observar las energias de acoplamiento de los diversos derivados
disefiados, denotando que la mayoria los compuestos de la serie CA-3 se encuentra entre -
3.0 y -4.0 kcal/mol. Lo mismo ocurre para la serie CA-4, la mayor parte de los compuestos
de esta serie se encuentra en este intervalo de energia, aunque ya hay algunos compuestos
que se encuentran entre -4.0 a -5.0 kcal/mol, aunque el nimero de compuestos para esta serie
es mayor que para la serie CA-3. La serie CA-5 cuenta con menor numero de compuestos,
asi como la serie CA-3; sin embargo, puede observase que el intervalo de energia es mucho
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mayor de -3.0 a -6.0 Kcal/mol, incluso hay 1 compuesto que se encuentra cercano a -6.0

kcal/mol.

Las moléculas de la serie CA-6, no presentan compuestos que tengan la mejor interaccion
con la proteina (-2.0 y -4.0 kcal/mol); sin embargo, la energia de acoplamiento de las
moléculas de la serie CA-7 es de -4.0 y -6.0 kcal/mol. De todos los compuestos propuestos,
102 moléculas tienen mejor interaccion con la enzima que el Verubecestat (EA= -4.298
kcal/mol) y s6lo 3 son mejores que el EJ7 (EA= -6.050 kcal/mol), estas 3 moléculas
pertenecen a la serie 7, de manera que ésta es la serie con mejores energias de acoplamiento

de todas.
Molécula Hz
X
>
N
o]
EA (kcal/mol) -4.298
Figura 21. EA del Verubecestat
Molécula CA-7s(3R, 65) CA-7q (3R, 65) CA-7u (35, 65)
w OH OH
HoN K HzN H Nm
™ S
EA (kcal/mol) -6.150 -6.229 -6.935

Figura 22. Estructura de los compuestos con mejor EA.
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Estructura CA-75(3R, 65) CA-7q (3R, 65) CA-Tu (35, 65)

OH (jt(@ OH
@’:E“jo ﬁ’:["jo tw, N0
HoN ’”/\ H,N n/\ LI/Q
5 X H,N

EA -6.150 -6.229 -6.935
(kcal/mol)

Figura 24. Estructura de los compuestos con mejor energia de acoplamiento.

Como se muestra en la figura 24, las estructuras con mejor energia de acoplamiento son
aquellas donde el anillo de la lactama biciclica se encuentra abierto, tanto el grupo hidroxilo
como el amino estan desprotegidos y se integraron 2 sustituyentes a la piperidona en las
posiciones 3y 6, donde las mejores combinaciones resultaron ser propionilo en C-3 y fenilo
en C-6, bencilo en C-3 y metilo en C-6, finalmente, con propionilo en C-3y n-propilo en C-
6; sin embargo, esto es un estudio superficial. Para poder analizar la relacion entre los
sustituyentes y la energia de acoplamiento con la BACEL, es necesario realizar un analisis
estadistico.

1.6 Analisis estadistico del Docking con BACE-1

Los datos fueron sometidos a la prueba de normalidad para conocer si existe distribucion
normal; sin embargo, los datos no corresponden a la forma tipica de campana gaussiana, por
lo tanto, estos no tienen distribucion normal. Con base en este resultado se Ilevd a cabo la
prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis, los descriptores a analizar son la serie a la que
pertenece, los sustiyentes en R1 y R» asi como la estereoquimica en los dos carbonos
asimétricos. Para el caso del efecto en las series sobre las energias de acoplamiento con el
sitio catalitico de la enzima BACE1 los resultados se muestran en la jError! No se encuentra
el origen de la referencia..
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Tabla 4. Analisis estadistico, prueba de Kruskal-Wallis: EA (kcal/mol) vs. Serie, p<0.05.

Serie N Mediana Clase
KW
CA-1 1 -3.906 A
CA-2 2 -4.369 B
CA-3 10 -3.629 C
CA-4 100 -3.526 C
CA-5 11 -4.816 D
CA-6 100 -3.1555 E
CA-7 99 -4.775 D

En la tabla 6 se muestra la comparacion de las energias de acoplamiento segun la serie. Dado
que p<0.05 se cumple la hipotesis alterna H, que al menos una mediana es distinta e indica
que existe una mejora al comparar una serie con otra, respecto a la energia de acoplamiento;
es decir, dentro de las series 5 y 7 existe uno 0 mas compuestos que tienen mejor interaccion
con la p-secreteasa-1. La mediana de la serie 5 dio un valor de -4.8160 kcal/mol y la de la
serie 7 fue de -4.7750 kcal/mol, como puede observarse, entre estos 2 valores no existe 5%
de diferencia, por lo que ambos valores son estadisticamente iguales. Este resultado
concuerda con lo ya mostrado donde los mejores compuestos pertenecen a estas series
(Figura 25).

Clases de KW

A CA-7
B CA-6

C CA-5
C CA-4

D CA-3

E CA-2

D CA-1

Figura 25. Comparacion de las medianas de la EA segun la serie. p<0.05, prueba de Kruskal-Wallis
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Tomando en cuenta los resultados segln la serie, es conveniente llevar a cabo la apertura del
anillo de 5 miembros, introduciendo el radical 2 R2 a al nitrégeno y posteriormente, adicionar
el Ry alfa al carbonilo. Siguiendo este orden de reaccion se utilizan ambas series que tuvieron
mejores energias de acoplamiento.
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Tabla 5. Analisis estadistico EA (kcal/mol) vs. S3, p<0.05, prueba de Kruskal-Wallis

Serie N Mediana @ Clase KW
A 13 -4.812 A
R 153 -3.739 B
S 157 -3.61 B

En la tabla 7 se muestra la comparacion de la energia de acoplamiento con respecto a la
estereoquimica en la posicion 3 del anillo alfa al carbonilo. Ignorando los compuestos
asimeétricos. Este andlisis nos proporciona informacion acerca de qué estereoquimica es mas
conveniente si R o0 S. Dado que los valores son muy parecidos, a nivel de mediana no hay
diferencia significativa, por lo tanto, puede afirmarse que el efecto que tiene la
estereoquimica del sustituyente en esta posicion es indiferente.

Tabla 6. EA (kcal/mol) vs. S6

S6 N Mediana
A 13 -3.648
R 156 -3.6565
S 154 -3.752

De igual manera, la estereoquimica del sustituyente 2 Rz en la posicion 6 del anillo es
indiferente, incluso si no hay estereoquimica, lo cual se comprueba con el valor de p<0.05
(Tabla 8). ElI mejor valor de la mediana fue -3.7520 kcal/mol. Para demostrar que la
estereoquimica no tiene relevancia en la posicion 6, se muestra la tabla 9, donde 2 compuestos
de la serie 7, representativos de la mediana, con estereoquimicas contrarias, pero con energias
de acoplamiento similares.

Tabla 7. Energia de acoplamiento de los compuestos CA-7g (3R, 6R) y CAT7i-(3S, 6S)

Compuesto Estereoquimica EA (kcal/mol)
CA79-(3R,6R) 6R -4.257
CA7i-(3S,6S) 6S -4.224
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CA-7g(3R, 6R)

CA-7i(3S, 65)

Figura 27. Estructura de los compuestos CA-7g y CA-7i.

La tabla 10 muestra el efecto que tiene el tipo de sustituyente Ry en la posicidn 3 con respecto
a la energia de interaccién con el target. Dado que el resultado fue significativamente
diferente (p<0.05) entre los diferentes grupos, se tomo la hipotesis alterna. De acuerdo a la
mediana con mejor valor, tener hidrogeno en esta posicion genera mejor interaccién con el
target, en relacion a tener una cadena larga como metilo o propilo. Ademas, tener un grupo
bencilo resulté mas apropiado. También, en relacion al grupo propionilo, a medida que
aumenta la longitud de la cadena hidrocarbonada, la energia de acoplamiento disminuye. Este
resultado es congruente con el hecho de que los mejores compuestos resultan cuando el anillo
ya estd abierto (compuestos de la serie 5 con mejor energia de acoplamiento, no tienen
sustituyente en la posicion 3, solo tienen un atomo de hidrégeno).

Tabla 8. EA (kcal/mol) vs. Ry

R1
Bn
CHs

CH3s(CH2)2
CH3sCH:2
CH3CH:CO
H

N
62
62

62
62
62
13

Mediana
-3.949
-3.6385

-3.556
-3.497
-3.723
-4.812
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Figura 28. Serie CA-5

Tabla 9. EA (kcal/mol) vs R,

R2 N Mediana
Bn 62 -3.6895
CHs 62 -3.875
CH3s(CH2)2 62 -3.875
H 13 -3.648
i-Pr 62 -3.5634
Ph 62 -3.864

Los resultados de la tabla 11 no fueron estadisticamente diferentes (p >0.05), es decir, las
medianas son iguales. Por lo tanto, independientemente del sustituyente que se coloque en
esta posicion, la energia de acoplamiento resulté similar. Los mejores valores de EA se
obtuvieron con metilo o fenilo, reafirmando que la EA disminuye cuando aumenta la cadena
hidrocarbonada.

Tabla 10. EA (kcal/mol) vs R3.

R3 N Mediana
Boc 210 -3.3635
H 113 -4.777

Los valores obtenidos que se muestran en la tabla 12 fueron estadisticamente diferentes (p<
0.05, hubo diferencia significativa entre los compuestos con el grupo amino en la posicién 5
y aquellos compuestos donde este grupo se encuentra protegido con Boc. De acuerdo a los
valores de la mediana, los compuestos con el amino desprotegido tienen mejor afinidad para
BACEL, es necesario llegar hasta la serie CA-7 para obtener un compuesto con energia de
acoplamiento satisfactoria.
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1.7 Estabilidad estructural y analisis interaccional

MOPAC es un programa que permite realizar calculos semi-empiricos a atomos y moléculas.
En este proyecto de investigacion se utilizd para calcular la entalpia de formacion AHf o
calor de formacién de 3 de las moléculas que tuvieron la mejor energia de acoplamiento de
cada una de las series. La entalpia de formacion da informacion acerca de la estabilidad de
la estructura, entre mas negativa sea esta energia, mayor estabilidad tiene. Se requiere que
las moléculas sean estables para evitar que reaccionen con otras enzimas antes de interactuar
con el target (BACEL) o bien que puedan descomponerse en el proceso de almacenamiento,
en este caso, el compuesto podria perder potencia biologica.

Ademas, calcular la energia estérica de la molécula permite conocer la conformacién mas
estable, lo cual, se logra a través de los calculos de mecanica molecular, que utiliza el campo
de fuerza y ajusta la conformacion para minimizar la energia. EI campo de fuerza relaciona
un conjunto de parametros para ajustar la longitud del enlace, angulos de enlace, torsion,
propiedades electrostéaticas e interacciones de Van der Waals, entre otras.

Uno de los campos de fuerza importantes para minimizar energia es el MM2. El objetivo de
la minimizacién de energia es encontrar un conjunto de coordenadas que representen la
conformacién de minima energia para cada estructura (Tablas 13-28). Cada una de ellas
muestran la energia de estiramiento, torsion, estiramiento-torsion, interacciones 1-4 de Van
der Waals, interacciones dipolo/dipolo. Con estos célculos se obtuvo la energia total de la
conformacion més estable de la molécula. Para analizar el efecto de estabilidad de cada una
de las series se mostraran los ejemplos representativos de cada una a continuacion.

1.7.1 Serie CA-1

Se muestran los 3 compuestos representativos de cada serie con mejor energia de
acoplamiento y su calor de formacion. Asi mismo, se muestran los diagramas en 2D de las
interacciones entre los ligandos (compuestos propuestos) con BACE1L. Cabe precisar que el
unico enantiémero que no tuvo acoplamiento con BACEL fue el compuesto CA-3I (3R). El
resto de las interacciones ligando-BACEL se muestran en las siguientes figuras.

Tabla 11.. AHf°, EA y MM2 (kcal/mol) del compuesto CA-1.

Energy CA-1
(kcal/mol)
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o, E\Jjo
Br"
AHf -59.062
EA -3.906
MM2
Stretch 1.1188
Bend 7.3515
Stretch-Bend 0.1645
Torsion 0.1097
Non-1,4 VDW -4.4231
1,4 VDW 14.2477
Dipole/Dipole -2.9850
Total Energy 15.5842

En la tabla 13 se muestra la entalpia de formacion (AH¢°) de la materia prima, por su
valor de AHs°, la molécula es inestable a comparacion al resto de los compuestos en
estudio. En consecuencia, tiene cierto grado de reactividad, lo cual es favorable para
continuar las siguientes fases de reaccién. También se muestra la energia de
acoplamiento que sirve para determinar si este compuesto mostraba mejor afinidad hacia
el target vs el resto de las moléculas. De esta manera continuar con la sintesis de los
otros compuestos propuestos de la ruta sintética. Dicho valor no fue favorable
termodinamicamente en comparacion con el resto de los compuestos, y la interaccion de
este compuesto con BACE-1. Asi mismo, se muestran los valores de minima de energia
con la finalidad de tener un punto de referencia al compararlo con el resto de los
compuestos. Se obtuvo que difieren en las interacciones dipolo-dipolo, la energia total
de la materia prima fue mayor que la del compuesto CA-2.
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Figura 29. Diagramas 2D de interaccion del compuesto CA-1 con BACEL.

Los residuos cerca del ligando CA-1 son aminoacidos hidrofébicos; TYR70, PHE107,
TRP75, LEU29, TRP114, ILE117, TYR197. Cuando estos se estan cerca de la parte en
blanco, significa que hay un sitio de hidratacion, es decir, en esta zona, ocurre
alojamiento de moléculas de agua. Si hay una molécula de agua habréa repulsién en esta
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zona, en caso contrario, habra atraccion molecular. Los aminoacidos ASP31, GLY33y
SER34, tienen interaccion polar con el ligando, asi como el aa TYR197 que genera un
enlace con el bromo. La interaccion de los aas ASP227, GLY?229, THR230, TYR70,
GLN72, TRP75, PHE107 y LYS106 depende de la existencia de moléculas de agua en
la zona, asi como de la naturaleza del residuo aminoacidico, ej., TYR que es hidrofébica
y al haber una molécula de agua habra repulsion, si no existe esta molécula de agua,
habra atraccién (Figura 29).

1.7.2 Serie CA-2

Tabla 12. Hf°, EA 'y MM2 (kcal/mol) del compuesto CA-2.

Energy CA-2

(kcal/mol)

H,oN

Ph

AHf -56.521
EA -5.198
MM?2
Stretch 0.8952
Bend 7.0202
Stretch-Bend 0.0740
Torsion 1.1650
Non-1,4 -4.7657

VDW

1,4 VDW 13.6342
Dipole/Dipole -7.2693
Total Energy 10.7536

El segundo compuesto (MM2) dentro de la ruta sintética es el oxazol con el grupo amino
en la posicion 5. Por su valor de AH¢° es un poco més reactivo que la materia prima y
tuvo mejor energia de acoplamiento.
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Figura 30. Diagrama 2D de interaccién del compuesto CA-2 con BACEL.

Lo mas notable de la molécula CA-2 es un puente salino entre el cido aspartico 31 (Asp 31)
con carga negativa y el nitrégeno positivo de la amina del compuesto CA-2. Por otro lado,
existen interacciones hidrofébicas entre los aas TYR70, LEU29, ILE117 y TYR197 y
BACEL, por lo tanto, existe repulsién en esta zona de la molécula (Figura 11). CA-2 también
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tiene interaccion polar con SER34, GLY33, TYR197, ASP227, GLY?229 y THR230. Esta
molécula resultd con mayor nimero de interacciones con BACE1 que la materia prima, por
consecuencia, la EA es mayor que el caso anterior.

1.7.3 Serie CA-3

El compuesto con mejor energia de acoplamiento de la serie 3 fue el CA-3V (3S) (-4.554
kcal/mol), en segundo lugar, el CA-3I (3S) (-3.482kcal/mol) y en tercero el CA-31V (3R)
(-3.425 kcal/mol). La estereoquimica del radical en la posicion 3 es indiferente respecto a la
estabilidad del compuesto, ya que el el valor de AHs° para los enantiémeros es similar (Tablas
14, 15 y 16). EI compuesto que mejor interactiia con BACEL, es el compuesto mas estable,
lo que resulta benéfico para la actividad inhibitoria de BACEL. También se obtuvo que la
molécula con el sustituyente bencilo tiene mejor energia de acoplamiento que los otros
grupos propuestos en la serie, sin embargo, la energia de acoplamiento no fue mejor que la
del compuesto CA-2.

En la tabla 14 se muestra las energias obtenidas de los 2 enantidmeros de la molécula CA-3I,
el isébmero levégiro resultd tener mejor energia de acoplamiento con BACE1 que el
dextrdgiro; sin embargo, ambas moléculas muestran la misma energia total, sugiere que la
estereoquimica del metilo en la posicion 3 del anillo no afecta la conformacién de la
molécula. Ademas, la energia total de ambas es la misma.

Tabla 13. AHf°, EA y MM2 de los enantiomeros del compuesto CA-3l..

Energy CA-31(3R) CA-31(39)
(Kcal/mol)
Ph Ph
HN Me  HN “Me
BOC BOC
AH¢® -174.728 -175.292
EA -2.826 -3.482
MM2
Stretch 1.991 1.993
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Bend 13.190 13.179

Stretch-Bend 0.474 0.474
Torsion 2.374 2.3819
Non-1,4 -7.741 -7.742
VDW

1,4 VDW 17.153 17.155
Dipole/Dipole -10.521 -10.521
Total Energy 16.920 16.920

La molécula CA-31 (3S) cuenta con 8 interacciones hidrofébicas con Leu29, Pro69,
Tyr70, Phel07, Trpl14, 1le117, 1le125 y Tyr 197. Hubo 4 interacciones polares con los
aas Ser34, Thr71, Thr230 y Thr 328 de BACEL. Ademas, presenta 2 interacciones de
carga positiva con Argl27 y Arg 234, 2 interacciones con Gly33 y Gly229 y una
interaccion negativa con Asp3l. A diferencia de su enantiomero R, este compuesto
presenta interaccion de puente de hidrogeno con Tyr197. Los puentes de hidrégeno son
de las interacciones a distancia con mayor fuerza, lo cual se ve reflejado en la mejor
energia de acomplamiento de esta molécula en comparacién con la CA-31 (3R).

En cambio, la molécula CA-31 (3R) cuenta con interacciones muy parecidas a las de su
enantiomero S. Se observan 9 interaccines hidrofobicas con Leu29, Tyr70, Phel07, lle
109, Trp114, Ile117, Tyr197, Val331 e 1le225. Existen ademas 5 interaccines polares con
GInll, Ser34, Thr71, Thr230 y Thr328. También cuenta con 2 interacciones de carga
positiva con Lys223 y Arg234 ademas de 2 interacciones de carga negativa con Asp31ly
Asp227. Finalmente, hubo sélo 2 interaccines con Gly33 y Gly229 al igual que el
compuesto R. Cabe destacar que las interacciones para ambos compuestos son similares.
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Tabla 14. AHf°, energia se acoplamiento y MM2 de los enantiomeros del compuesto CA-31V.

Energy CA-31V (3R) CA-31V (39)
(Kcal/mol)
Ph Ph
O:ENjO 0, N.__O
HNT S Hw%
BOC o BOC 0]
AHf® -213.797
-213.797
EA -3.425 -3.296
MM2
Stretch 2.2477 2.2411
Bend 13.7545 13.2444
Stretch-Bend 0.4907 0.3949
Torsion 2.2854 0.9490
Non-1,4 -8.5459 -7.5230
VDW
1,4 VDW 18.6349 19.1737
Dipole/Dipole -10.6389 -9.9458
Total Energy 18.2284 18.5342

En latabla 15 se muestra que la estabilidad de ambas moléculas es la misma (AH¢°). También
la energia total de los enantidmeros de la molécula CA-3IV, la diferencia entre ambas
moléculas es muy pequefia mostrando que el isomero dextrégiro se ve ligeramente mas
favorecido por la posicion R del grupo propionilo. Este isbmero a su vez tuvo mejor energia
de acoplamiento con la proteina objetivo. La molécula CA-31V (3S) tiene interacciones
hidrofobicas con Leu29, Tyr70, Phel07, 11e109, lle117, Trpl14, Tyrl97, 1le225 y Val331.
Sin embargo, las interacciones del enantiomero R son las mismas, a excepcion de Leu29 y
Tyr70, las cuales no se encuetran presentes. Para el isomero S hubo 4 interacciones polares
con Asn232, Thr231, Thr230 y Thr328. Mientras que para el R hay 5 de estas interacciones
con Ser34, Thr71, GIn72, Thr230 y Thr328. Ambos isomeros cuentan con 2 interacciones de
carga negativa con Asp3l y Asp227, ademas de las interacciones de carga positiva con
Lys223 y con Arg234, sin embargo, en el compuesto R, adicionalmente hay un puente de H
de la Arg234 al carbonilo de Boc.
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Figura 32. Diagrama 2D de interaccion de los compuestos CA-31V(3S) y CA-3IV(3R) con BACEL1.
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Tabla 15. AHf°, EA'y MM2 de los enantiémeros del compuesto CA-3V.

Energy CA-3V (3R) CA-3V (39)
(kcal/mol)
Ph Ph
Ef o
HN “Bn H,},LIBn
BOC BOC
AHf® -147.673 -147.673
EA -3.784 -4.554
MM2
Stretch 2.3672 2.3212
Bend 13.7285 12.7394
Stretch-Bend 0.5220 0.3999
Torsion -3.5928 -4.3326
Non-1,4 -9.3085 -8.1711
VDW
1,4 VDW 23.3420 23.7578
Dipole/Dipole -9.9973 -9.8213
Total Energy 17.0611 16.8934

La molécula CA-3V (3R) obtuvo una mejor energia de acoplamiento con BACEL, no
obstante, el compuesto S resultd tener mejor energia total sin ser estadisticamente
significativa. Sin embargo, el bencilo en conformacion S muestra mayor impedimento
estérico que su contraparte; el hidrégeno del metileno del Bn se encuentra a 2.8 A del H del
metilo perteneciente al anillo adyacente al NBoc. Esto no ocurre con el isémero R, en el cual
estos grupos se encuentran mas alejados. El hecho de que el compuesto R tenga energia de
torsién mayor que el compuesto S sugiere gue esta energia es termodinamicamente menos
favorable, lo cual es 6ptimo para el acoplamiento, significa que la molécula se encuentra
estatica y permite mejor interaccion con BACEL.

El compuesto 3V(3S) presenta 9 interacciones hidrofobicas con Leu29, Tyr70, Phel07,
11109, Trpl14, llell17, Tyrl97, 1le225. La interaccion polar fue con GInll, Ser34, GIn72,
Thr230 y Thr231. Ademas de 2 interacciones de carga negativa con Asp31y Asp 227. Por
otro lado, también hubo intercciones de carga positiva con Argl06 y Arg234. Finalmente, se
aprecian 4 interacciones de glicina con Gly10, 12, resaltando que existen un puente de H del
NBoc hacia Gly229.
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Con el isomero R hubo 9 interacciones hidrofobicas con Leu29, Tyr70, Phel07, 1le109,
Trpll4, llell7, lle125, Tyrl97 e lle225. También hubo 6 interacciones polares con Ser34,
Thr71, GIn72, Thr230, Thr231 y Asn232. Hay 2 interacciones con Gly33 y 73; 2
interacciones de carga negativa con Asp31ly 227 y 3 de carga positiva con Lys106, Argl27
y Arg234. También 2 interacciones de puente de H; Gly229 y Thr230.

6C2I - minimized - 3V(3S)
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6C2I - minimized - 3V(3R)
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Figura 33. Diagrama 2D de interaccién de los compuestos CA-3V(3S) y CA-3V(3R) con BACEL.

1.7.4 Serie CA-4

En la serie 4, ademas del radical en la posicion 3 del anillo, se adiciona un segundo grupo en
la posicion 6. Los 3 compuestos con mejor EA son los que tienen la configuracion (3R, 6R).
La entalpia de formacion del compuesto CA-4j con configuracion (3R, 6R), a pesar de no ser
la mas estable, es la de mejor Energia de Acoplamiento (EA= -4.557 kcal/mol). El valor del
AHs® para los enantiomeros del compuesto CA-4h con configuraciones (3S, 6R), (3S, 6S) es
casi idéntico al compuesto (3R, 6R). Sin embargo, este Gltimo tuvo la mejor interaccion con
el target con una EA=(-4.789 kcal/mol). Estos 3 resultaron ser los compuestos con mejor EA
de la serie 4 asi como los mas estables. Asi mismo, el compuesto CA-4y (3R, 6R) con EA=
-4.508 kcal/mol, también es el diasteroisomero mas estable de los isomeros del compuesto
CA-4y.

Al realizar la comparacion entre los grupos por su mejor EA, se obtuvo que los grupos que
tienen mejor interaccion con BACEL son el isopropilo, etilo y bencilo (Tablas 17, 18 y 19).
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Tabla 16. AHf°, EA y MM2 de los diasteroisdémeros del compuesto CA-4h.

Energy CA-4h (3S,6R) CA-4h (3R,6S) CA-4h(3S,6S) CA-4h (3R, 6R)
(kcal/mol)
o Ph O Ph HO Ph o Ph
i—PrIN/\/rO i-Prs, N O i—Pr/,;(N/\/rO i-PrIN/\/(O
HN “Et HNL/\/EEt HN “Et  HN Et
Boc Ll%oc Boc Boc
AHf° -213.956 -208.16550 -213.956 -213.932
EA -3.005 -2.798 -3.182 -4.789
MM?2
Stretch 2.9666 3.2860 3.1568 2.8611
Bend 14.0023 13.9256 15.2198 14.4310
Stretch-Bend 0.8733 0.9188 0.9150 0.8271
Torsion 1.3352 1.1164 1.4643 2.1900
Non-1,4 -14.9755 -5.7380 -6.8035 -14.3089
VDW
1,4 VDW 20.8361 20.723 21.2951 20.4999
Dipole/Dipol -13.2835 -14.6336 -14.6899 -13.2825
e
Total Energy 11.7544 19.5984 20.5576 13.2176

Al comparar los diasteroisomeros de la molécula CA-4h, una de las moléculas con mejor
energia total es la (3R, 6R), difiere por muy poco de la (3S, 6R) que es la de mejor energia.
Una diferencia notoria radica en las interacciones No-1,4 de Van der Waals. Los
diasteroisomeros (3R, 6R) y el (3S, 6R) poseen mejores energias termodindmicamente
hablando que los otros 2 diasteroisomeros, sin embargo difierien en este tipo de interaccion
molecular. La energia menos favorable de los compuestos (3R, 6S) y (3S, 6S) se debe
principalmente a que el grupo isopropilo en la posicion 6 genera impedimento estérico con
el Bn (R,S) del fenilglicinol, afectando el valor de sus energias totales.

El compuesto con energia de acoplamiento menos favorable de la serie CA-4 es el
diasteroisomero (3R, 6S). Como puede observarse en la figura 30, la mayor parte de las
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interacciones son hidrofobicas, lo que se aprecia como un lazo verde entre los residuos de la
proteina y la molécula propuesta. En la parte del fenilglicinol se observa un apilamiento pi-
pi entre el benceno del fenilglicinol y el benceno de la tirosina, dichas interacciones atractivas
entre anillos aromaticos pueden ocurrir en diversas areas de la quimica, como la
conformacién de los diarinaftalenos y de la fuerza del Kevlar, entre otros. Cabe mencionar
que las interacciones entre compuestos aromaticos son clave en la interaccion proteina-ADN.
[33] Otro ejemplo es la interaccion entre entre el hidrogeno del fenilglicinol y el oxigeno del
carbonilo de la Thr230 de BACE1, donde se observa un puente de hidrégeno.

La mejor energia de acoplamiento entre los diasteroisomeros de la molécula CA-4h es la (3R,
6R). Los residuos cercanos al ligando son LEU29, ASP31, GLY 33, SER34, TYR70, THR71,
GLN72, ILE2117, TRP114, ILE109, PHE107, TYR197, LYS223, ILE225, ASP227,
GLY229, THR230, ARG234, VAL331, THR328.

La interaccion polar fue con TYR70, THR71, GLN72, TYR197, LYS223, donde se observa
el listdn en azul. Las del lazo en blanco también son interacciones positivas del ligando con
la Gly33, Ser34, Thr230 y Gly229. También puentes de hidrogeno entre el hidroxilo del
fenilglicinol y la Thr230 y este mismo hidroxilo con la Arg234 con carga positiva. Las
interacciones con el resto de los residuos dependen de si se acomodan moléculas de agua en
la zona en blanco que indican el sitio de hidratacion.

Por lo anteriormente expuesto y comparando las interacciones del diasteroisomero (3R, 6S)
con el (3R, 6R) se hace evidente que este Ultimo tiene mayor numero de interacciones, lo que
se confirma con la energia de acoplamiento favorable desde el punto de vista termodinamico.
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6C2I - minimized - CA4h-(3R,6R)
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Figura 34. Diagrama 2D de interaccién de los compuestos CA-4h (3R, 6S) y CA-4h (3R, 6R) con BACEL.

Tabla 17. AHf°, EA'y MM2 de los diasteroisomeros del compuesto CA-4;.

Energy CA-4j (35,6R) CA-4j (3R, 6S) CA-4j(35,65) CA-4)(3R,6R)
(kcal/mol)

Ph Ph Ph Ph
SO SES SRS SRl

II Bn:i\ljo Bn, N.__O Bn_N_O
HN Et  HN "Et L/\/E U

éoc ! H 'Tj Et H 'Tl ‘Bt
Boc Boc Boc
AH¢° -175.199 -180.532 -180.861 -177.400
EA -3.26 -3.508 -3.486 -4.557
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MM2

Stretch 2.9374 2.6392 2.6500 2.9148
Bend 14.9052 12.3367 12.5606 14.7955
Stretch-Bend 0.8097 0.6742 0.6957 0.8096
Torsion -6.6419 -6.6092 -5.8260 -1.4575
Non-1,4 -12.0982 -12.0979 -13.3389 -10.5492
VDW

1,4 VDW 25.6846 25.4607 25.6187 25.2691
Dipole/Dipole -15.9464 -15.7265 -15.7142 -15.8857
Total Energy 9.6504 6.6772 6.6457 9.8965

En la tabla 18 se muestran las energias de los diastereoisdémeros de la molécula CA-4j. Los
valores en la energia de formacion de cada uno de los diastereoisomeros no difieren unos de
otros; sin embargo, se observa que el compuesto R, R y S, R son los mas inestables y los
valores de entalpia de formacion del isbmero R, Sy S, S son muy cercanos, siendo asi de
mayor estabilidad, lo que ocurre cuando el bencilo se encuentra en conformacion distinta al
grupo NBoc, por lo tanto no chocan entre si los grupos. EI mejor compuesto de esta serie es
el CA-4j (3R, 6R) con la mejor energia de acoplamiento, a pesar de no ser de los compuestos
de mayor estabilidad.

El diasteroisdbmero (3S, 6R) tiene una energia total casi igual al (3R, 6R) y el diasteroisémero
(3R, 6S) tiene una energia muy parecida al (3S, 6S), este resultado puede atribuirse a la
interaccidon que mas afecta a nivel estérico, el grupo bencilo en la posicién 6 del anillo.

Los residuos con los que tienen interaccion el ligando CA-4j (3S, 6R) son: Leu29, Asp3l,
Gly33, Ser34, Tyr70, Thr71, GIn72, Gly73, Aspl05, Lys106, Phel07, 1le109, Trpl14,
lle117, Tyrl97, Lys223, 11e225, Asp227, Gly229, Thr230, Thr328 y Val331.

De las interacciones mas fuertes que tiene este ligando es con el Asp227, se trata de un puente
de hidrégeno entre alguno de los oxigenos del carbonilo presentes en el aspartato y el
hidrégeno del hidroxilo perteneciente al fenilglicinol. También se presentan interacciones
polares con Tyr70, THR71, GIn72, Thr230, Gly229 y Val331. La glicina al ser un
aminoacido muy pequefio puede interactuar por la parte del amino o por el oxigeno, que son
las partes negativas con el hidrégeno del hidroxilo del fenilglicinol.

La Thr71 tiene zonas con cargas parciales positivas y negativas, por lo que pude interactuar
el par de electrones libres del N o del O con el C del carbonilo que se encuentra en el anillo
0 bien puede existir interaccion entre los hidrogenos de los hidroxilos de la treonina con el
oxigeno o el nitrégeno de la piridona (Figura 24).
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El diasteroisomero CA-4j (3R, 6R) tubo la mejor valor EA, pareceria que tiene menor nimero
de residuos cerca de él vs isomero CA-4j (3S, 6R). Sin embargo, las interacciones que
presenta el primero son mas fuertes. Hubo apilamiento & entre el fenol de la tirosina y el
fenilo del fenilglicinol; este tipo de interacciones tienen un papel importante en la
estabilizacion de estructuras macromoleculares que involucran a los &cidos nucleicos,
proteinas, asi como pequefias moléculas que contienen este tipo de anillos y forman
complejos en las células. Ademas, existen 2 puentes de hidrogeno, del hidrogeno del
fenilglicinol hacia el grupo amino cerca del acido carboxilico de la GIn72 o hacia cualquiera
de los oxigenos de los carbonilos del aminoécido. Otro puente de hidrégeno ocurre entre el
hidrdgeno enlazado al nitrégeno del NBoc y el oxigeno del carbonilo y/o el nitrégeno junto
al &cido carboxilico de la Lys106 (Figura 35).
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6C2I - minimized - CA4j-(3R, 6R)
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Figura 35. Diagrama 2D de interaccién de los compuestos CA-4j (3S, 6R) y CA-4j (3R, 6S) con BACEL.

Tabla 18. AHf®, EA y MM2 de los diasteroisomeros del compuesto CA-4y.

Energy CA-4y (3S,6R) CA-4y (3R, 6S5)
(kcal/mol)
HO HO HO
K'/Ph \(Ph KKPh
Bn\KNIO Bn, N__O Bn, N__O
erll“' Bn Hl}l“‘qsn Hr}l“‘qsn
Boc Boc Boc
AHf° -145.682 -145.221 -147.800
EA -3.324 -3.407 -2.869
MM?2
Stretch 3.3333 2.6802 2.7622
Bend 14.1829 13.5538 13.3287

CA-4y (35,65) CA-4y 3R, 6R)

HO
Ph

Bn N_ _O
X,
Boc

-148.599

-4.508

3.4623
13.9953
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Stretch-Bend 0.8403 0.6661 0.6755 0.8794

Torsion -10.852 -10.1094 -8.9819 -12.7227
Non-1,4 -11.3538 -18.4028 -20.4059 -9.3034
VDW

1,4 VDW 30.7655 30.3996 30.6728 30.7416
Dipole/Dipole -13.3828 -12.3397 -12.2531 -13.6124
Total Energy 13.5335 6.4478 5.7982 13.4401

S, Ry R, S son los compuestos mas inestables de los 4, mientras que los S, Sy R, R son los
mas estables. La mayor estabilidad da mejor interaccion con el target objetivo. Aqui, el mejor
compuesto es el R, R por su mejor EA con BACEL.

El compuesto CA-4y (3R, 6R) tuvo EA menos favorable, presentd 2 puentes de hidrogenos;
uno, entre el hidrégeno del hidroxilo del fenilglicinol y los oxigenos de los carbonilos y el
nitrégeno adyacente al acido carboxilico de la GIn72. El segundo puente de hidrdgeno se
localiza entre el oxigeno del Boc y el hidrdgeno del hidroxilo y/o el hidrégeno de cualquiera
de los 2 grupos amino del Asn232. Las interacciones polares ocurrieron con Gly10, GInl1,
Gly12, Thr231, Asn232, Arg234, Lys320. El resto son interacciones hidrofdbicas en la parte
del liston en verde y el resto fueron polares o hidrofébicas dependiendo de si existen
moléculas de agua en las zonas de interaccion.

Por otro lado, el compuesto con mejor EA es el CA-4y (3S, 6S). Por consiguiente, esta
molécula presenta mejor interaccion con los residuos de BACEL. Una de las interacciones
interesantes es la interaccion catién pi que ocurre entre Argl27, cargada positivamente y el
fenilo del fenilglicinol. Esta interaccion resulta de alta fuerzas atractivas entre entidades
cargadas positivamente y la nube = de grupos aromaticos. Estas interacciones se llevan a
cabo a corta distancia y son de tipo no covalente. En las membranas de las células, estas
interacciones energéticamente significativas tienen multiples caracteristicas ventajosas. Una
de ellas es la geometria de coordinacién para que el cation interactie con el momento
cuadrupolar del anillo aromatico. [34] Ademas, entre el anillo aromatico de la Tyr70 y la
nube 7 del bencilo en la posicién 6 del anillo.
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Figura 36. Diagrama 2D de interaccion de los compuestos CA-4h (3R, 6S) y CA-4y (3S, 6S) con BACEL.

1.7.5 Serie CA-5

Para la serie 5, los compuestos con mejor EA tienen configuracion R (CA-5VI y CA-5X),
con entalpia de formacidn ligeramente positiva en comparacion con su enantiomero y por lo
tanto de menos estable.

El enantiomero S del compuesto CA-5VII es el de mejor EA y a su vez ligeramente méas
estable que su contraparte. En esta serie el tipo de radical utilizado no sigue un patron en
particular que determine una mejor interaccion con el target, puesto que dentro de los mejores
valores de EA se encuentra uno de cadena corta (metilo), uno con alta densidad electrdnica
(bencilo) y otro de cadena larga (propilo).

Tabla 19. AHf°, EA'y MM2 de los enantiémeros del compuesto CA-5VI.

Energy CA-5VI (6R) CA-5VI (6S)
(kcal/mol)

AHf° -74.492 -77.528
EA -5.943 -5.104
MM?2
Stretch 15116 1.1742
Bend 7.1788 6.4275
Stretch-Bend 0.4507 0.3202
Torsion -1.7660 -1.2603
Non-1,4 -2.3254 -4.7629

VDW
1,4 VDW 14.4521 14.4417
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Dipole/Dipole -9.8811 -8.2347
Total Energy 9.6209 8.1056

El compuesto CA-5VI (6R) es el isdbmero con mejor EA con docking score de -5.943
kcal/mol. Dos puentes de hidrdégeno con la cadena lateral de los aminoacidos Asp3l y
Asp227. Con estos aminoacidos también se identifican dos puentes salinos con el grupo
amino protonado de la posicion 6 del anillo de piperidona. Ademas, hay 2 interacciones de
carga negativa con Asp31y Asp227. Existen 6 interacciones hidrofobicas con los aas Leu?29,
Tyr70, Phel07, 11e109, Trpl14 e lle117. Ademas 2 interacciones polares con Ser34 y Thr230.
También hay una interaccion de carga positiva con Lys106.

El isomero S del compuesto CA-5VI presenta un docking score de -5.104 Kcal/mol. Los
residuos Asp31l y Asp227 forman puente de hidrogeno con al grupo amino protonado del
ligando. Hay 2 interacciones polares con Ser34 y Thr230. Los residuos cargados
negativamente Asp31 y Asp227 también se encuentran involucrados en la interaccion con el
ligando. 7 interacciones hidrofébicas con los residuos Leu29, Tyr70, Phe107, 11e109, Trpl114,
Ile117 y Tyr197 fueron identificados (Figura 37). Ambos enantidmeros tuvieron las mismas
interacciones; sin embargo, el Gltimo tiene un docking score menos favorable que el isbmero
R.
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6C2I - minimized - CA5VI-(6S)
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Figura 37. Diagrama 2D de interaccién de los compuestos CA-5VI (6R) y CA-5VI (6S) con BACEL.

Tabla 20. AHf°, EA y MM2 de los enantiémeros del compuesto CA-5VII.

Energy CA-5VII (6R)
(kcal/mol)
HO
Pr, N 0]
HoN
AH¢° -84.888
EA -4.273
MM2

CA-5VII (65)
HO
Pr////, N (0]
H,N
-85.055
-5.275
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Stretch 1.8391
Bend 8.3656
Stretch-Bend 0.5897
Torsion -0.5657
Non-1,4 -3.0622
VDW

1,4 VDW 16.1392
Dipole/Dipole -0.8414
Total Energy 13.4642

1.3867
7.6097
0.4439
0.3683
-6.5165

16.5085
-8.2709
11.5296

El enantibmero mas estable tiene la mejor EA y beneficioso como lo descrito en la serie 4.

El compuesto CA-5VII (6S) cuenta con las interacciones hidrofobicas con Leu29, Tyr70,
Phel07, 11e109, Trp114, lle117. Hubo una interaccion de carga positiva con la Lys106 y 3
interacciones polares con Ser34, GIn72 y Thr230. Ademas, 2 puentes de H con la Asp3ly

con GIn72 y un puente salino entre el grupo amino y la Asp31.

El compuesto CA-5VII (R) tiene interaccion hidrofobica con Leu29, Tyr70, Trp75, Phel07,
11e109, lle117, Trpl14. También 4 interacciones polares con GInl1, Ser34, Thr230y Thr231,
2 interacciones de carga negativa con Asp31 y Asp 227, 2 puentes de hidrogeno del amino
de la posicion 5 del anillo de la piridonay Asp3ly 227; ademas de 2 puentes salinos sobre

los grupos antes mencionados.
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6C2I - minimized - CA5VII-(6S)
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Figura 38. Diagrama 2D de interaccién de los compuestos CA-5VII (6S) y CA-5VII (6R) con BACE1.

Tabla 21. . H°, EA y MM2 (kcal/mol) de los enantiomeros del compuesto CA-5X.
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Energy CA-5X (6R) CA-5X (65)

(kcal/mol)

AHf® -51.671 -52.645
EA -5.41 -4.816
MM2
Stretch 2.0716 1.5193
Bend 8.3364 6.7487
Stretch-Bend 0.5666 0.3506
Torsion -7.0412 -6.9077
Non-1,4 -5.3061 -6.9720

VDW

1,4 VDW 20.5975 20.6376
Dipole/Dipole -9.5649 -7.9136
Total Energy 9.6598 7.4629

La diferencia en la energia de formacién entre ambos enantiomeros no es importante, sin
embargo, cabe destacar que el compuesto mas estable no es el que mejor interacciona con la
BACEL.

El compuesto CA-5X (6R) cuenta con dos puentes de hidrogeno entre el hidroxilo del
fenilglicinol y la GIn72, ademas del presente entre el grupo amino protonado y la Asp31,
resaltando que entre estos dos Ultimos grupos se presenta un puente salino. Los puentes
salinos son de las interacciones no covalentes mas fuertes, puesto que es una interaccion entre
dos moléculas ionizadas mezclando 2 contribuciones, un puente de hidrégeno y una
interaccion electrostéatica. [32]

Por otro lado, este isomero presenta 6 interacciones hidrofobicas con Leu29, Tyr70, Phel07,
11e109, Trpll4 y 1lell7 y 4 interacciones polares con Ser34, Thr71, GIn72 y Thr230, 2
interacciones de carga positiva con Lys106 y Arg234 y una interaccion negativa con Asp31.
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Ocurren interacciones hidrofébicas del compuesto CA-5X (6S) con la cadena lateral de
Leu29, Tyr70, Phel07, 11e109, Trpl14, 1le117 y Tyrl97, 4 interacciones polares con Ser34,
GIn72, Thr230 y Thr231. Ademas, 2 interacciones de carga positiva con Lys106 y Arg234 y
2 de carga negativa con Asp31 y Asp227. Hay dos puentes de H con Gly229 y el hidroxilo
del fenilglicinol y de la Asp227 con el amino protonado del radical en la posicion 6 del anillo
de la piperidona. Adicionalmente, 2 puentes salinos, entre este grupo amino de la posicién 6
del anillo con la Asp31y con Asp227, ambos residuos con carga negativa. Finalmente, ocurre

apilamiento = entre el anillo aromético de la Tyr70 y el fenilo del fenilglicinol.

GLY
229

THR
230

6C2I - minimized - CA5X-(6R)

TRP

/ <
LEU
1E
29
17 g
109
(Casp \
v
\
\
\
\
\

g

234

65



6C2I - minimized - CA5X-(6S)
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Figura 39. Diagrama 2D de interaccién de los compuestos CA-5X (6R) y CA-X (6S) con BACEL.

1.7.6 Serie CA-6

En la serie 6, tres de los diasteroisdbmeros con mejor EA son; CA-6v (3R, 6S), CA-6x (3S,
6S) y CA-6y (3S, 6R) (Tablas 23, 24 y 25) y resultaron ser los mas estables. EI compuesto
CA-6v (3R, 6S) es el méas estable dentro de la serie 6 y es el segundo diasteroisémero mas
estable de los isomeros del compuesto CA-6v, lo cual puede dar pauta a ser elegido para ser
sintetizado. Los radicales que generan mejor interaccién con BACEL son el bencilo, fenilo y
propilo, siendo el bencilo el mas frecuente dentro de los 3 grupos de diasteroisomero
mencionados anteriormente.

Tabla 22. AHf°, EA'y MM2 de los diasteroisdmeros del compuesto CA-6v.
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Energy CA-6v (35, 6R) CA-6v (3R, 65) CA-6v(3S,6S5) CA-6v (3R, 6R)
(kcal/mol)

OBn OBn OBn OBn

Krph Ph Ph Ph

HNJ/\IBH HN/KIBF' Hl\|l Bn HN W’Bn
I|300 I|300 Boc L|%oc

AHf® -145.915 -156.543 -158.291 -155.705
EA -3.627 -4.526 -3.665 -3.714
MM2
Stretch 3.6540 3.1439 3.2315 3.8027
Bend 15.1374 15.0487 14.8442 14,9121
Stretch-Bend 0.9665 0.8416 0.8532 1.0036
Torsion -10.9217 -8.8982 -8.0000 -12.9238
Non-1,4 -10.2396 -19.0189 -20.7818 -8.4517
VDW
1,4 VDW 35.1044 35.0222 35.3108 35.0857
Dipole/Dipol -12.9908 -11.9917 -11.9025 -13.2119
e
Total Energy 20.7101 14.1476 13.5555 20.2167

Como se observa en la tabla 23 el compuesto con mejor EA es el segundo mas estable. Los
compuestos de la serie 6 presentan mayor namero de interacciones que el resto de las series
debido a que, ademas de tener los 2 sustituyentes en la posicion 3 y 6 del anillo, el grupo
amino se encuentra protegido con NBoc, un grupo mas voluminoso y el grupo hidroxilo
también con proteccion. EI compuesto CA-6v (3R, 6S), con mejor EA tiene 9 interacciones
hidrofébicas con Tyrl3, Leu29, Tyr70, Trp75, Phel07, 11e109, Trpl14, 1le117, Tyrl97 e
[1e225. También 7 interacciones polares con GInl1l, Ser34, GIn72, Ser228, Th 230, Thr231,
Asn232, 4 interacciones positivas con Lys74, Lys106, Arg234 y Lys230 y 3 interacciones
con carga negativa con Asp31, Aspl05 y Asp227.

De los 4 isomeros de CA-6v, el diasteroisomero con EA menos favorable es el (3S, 6R). En
esta molécula hubo 8 interacciones de tipo hidrofobico con Leu29, Phel07, 11109, Trpl114,
lle1l17, Tyrl97, lle225 y Val331. Ademas, 7 interacciones polares con GInl1, Thr71, GIn 72,
Thr230, Thr231, Asn232 y Thr328. También 2 interacciones positivas con Asp31ly Asp227
y 2 interacciones negativas con Lys106 y Arg234.
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Figura 40. Diagrama 2D de interaccion de los compuestos CA-6v (3R, 6S) y CA-6v (3S, 6R) con BACEL.

Tabla 23. AHf°, EA y MM2 de los diasteroisdémeros del compuesto CA-6x.

Energy CA-6x (35,6R) CA-6x(3R,6S5) CA-6x(35,65) CA-6x (3R, 6R)
(kcal/mol)
OBn OBn OBn
\/Ph Ph k(Ph Ph
IIO Bn:(N/er Bn,, N (0] Bn N o
Boc éoc éoc
AHf® -121.888 -123.449 -125.444 -124.644
EA -3.484 -3.574 -4.71 -2.820
MM2
Stretch 3.8664 3.2283 3.2946 4.0409
Bend 14.7359 14.3038 13.9150 14.6416
Stretch-Bend 0.9252 0.7699 0.7709 0.9743
Torsion -16.7286 -16.5525 -15.0209 -19.0541
Non-1,4 -13.3021 -19.7952 -21.8994 -10.7023
VDW
1,4 VDW 39.6892 39.3277 39.5306 39.7045
Dipole/Dipol -12.3586 -11.5626 -11.4950 -12.6722
e
Total Energy 16.8274 9.7195 9.0958 16.9328

Para esta serie, el compuesto con mejor interaccion con BACEL es el més estable.

El diasteroisomero CA-6x (3S, 6S) tiene interacciones hidrofobicas con Leu29, Tyr70,
Phel07, 11109, Trpl14, llel17, Tyrl97, 1le225, 6 interacciones polares con GInll, Thr71,
GIn72, Thr230, Thr231y Thr 328, 1 interaccién de carga negativa con Asp31 y 3 con carga
positiva con Lys106, Argl27 y Arg234. También presentdé un puente de hidrogeno con
Thr71.

El diasteroisomero CA-6x (3R, 6R) establece 8 interacciones hidrofdbicas con Leu29, Tyr70,
Phel07, 11109, 1le117, Tyr197, Val331. 8 interacciones polares con GInll, Ser34, Thr71,
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GIn72, Thr230, Thr231, Asn232 y Ser324. 3 interacciones de carga negativa con Asp31, Asp
105, Asp 227 y 4 con carga positiva con Lys74, Lys106, Arg234 y Lys320. Asi mismo se

observan 2 puentes de hidrégeno, con Thr231 y Asn232.

6C2I - minimized - CA6x-(3R, 6R)
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6C21 - minimized - CA6x-(3S,6S)
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Figura 41. Diagrama 2D de interaccién de los compuestos CA-6x (3S, 6S) y CA-6x (3R, 6R) con BACEL.

El compuesto CA-6x (3S, 6R) interacciona hidrofébicamente con 9 residuos aminoacidicos:
Leu29, Phe46, Tyr70, Phel07, Phel08, 11109, Trpll4, llell7, Ty 197. También 7
interacciones polares con GInll, Ser34, Thr71, GIn72, Asnl110, Thr230 y Thr231. 2
interacciones de carga positiva con Lys106 y Arg234 y Gnicamente una interaccion con carga
negativa con Asp227. En este caso se identifica un puente de hidrégeno con Lys106 y 2
apilamientos = del grupo bencilo de la posicién 6 del anillo de la piridona y en los anillos
aromaticos de los residuos Tyr70 y Phel07. Tanto el puente de hidrégeno como el
apilamiento =, son interacciones fuertes, lo que propicia que esta molécula tenga la EA mas
favorecida de todos los diasteroisémeros y por lo tanto mejor interaccion con BACEL.
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Tabla 24. AHf°, EA y MM2 de los diasteroisomeros del compuesto CA-6y.

Energy CA-6y (35,6R) CA-6y (3R, 6S5) CA-6y(3S,6S5) CA-6y (3R, 6R)
(kcal/mol)
OBn OBn OBn OBn
krph K(Ph K(Ph K(Ph
PhINIo Ph:(l\l/vro Ph,, N._O Pha_N._0O
HN Bn HN "/’Bn HN/LIBn HN "’/Bn
éOC éOC éOC éOC
AHf® -118.478 -116.920 -118.477 -116.920
EA -4.586 -4.349 -2.713 -3.22
MM?2
Stretch 3.2325 3.2219 3.2325 3.2219
Bend 13.7988 14.2093 13.7988 14.2093
Stretch-Bend 0.7218 0.7480 0.7218 0.7480
Torsion -16.8278 -18.2626 -16.8278 -18.2626
Non-1,4 VDW -20.3323 -19.2169 -20.3323 -19.2169
1,4 VDW 39.2933 39.1768 39.2933 39.1768
Dipole/Dipole -11.7423 -11.3958 -11.7423 -11.3958
Total Energy 8.1440 8.4807 8.1440 8.4807

Para los compuestos CA-6y también ocurre que el compuesto con mejor EA es el de mayor
estabilidad termodinamica. El compuesto CA-6y (3S, 6S) presenta 7 interacciones
hidrofobicas con Leu29, Tyr70, Trp75, Phel07, 11109, lle117, Tyrl97. 9 interacciones
polares con GInll, Ser34, Thr71, GIn72, Thr230, Thr231, Asn232, Ser324 y Thr328. Con
Asp31y 227 se establece interaccion de tipo negativa. Tiene 4 interacciones de carga positiva
con Lys106, Argl127, Arg234 y Lys320. En este caso no se observan ninguna otra interaccién
fuerte por lo que este diasteroisomero es el menos favorable termodinamicamente.
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Figura 42. Diagrama 2D de interaccion de los compuestos CA-6y (3S, 6R) y CA-6y (3S, 6S) con BACEL.
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1.7.7 Serie CA-7

Finalmente, los 3 compuestos con mejor EA fueron CA-7u (3S, 6S), CA-7q (3R, 6S) y CA-
7s (3R, 6S) dentro de la serie 7 (Figuras 22, 23 y 24) y con el mejor EA vs las otras series.
Cabe destacar que estos compuestos son mas inestables de todas las series junto con los
enantiomeros de las series CA-5X por tener AHr positiva de mayor valor.

En la serie 7, la EA se favorece cuando el radical de la posicion 6 tiene estereoquimica S.
Esto se vuelve especialmente importante a medida que el radical se vuelve més grande. En
este caso, el propilo y fenilo puesto que un grupo voluminoso que se encuentre hacia el
mismo lado que el metileno unido al hidroxilo, las nubes de densidad electronica generan

impedimento estérico.

Tabla 25. AHf°, EA y MM2 de los diasteroisomeros del compuesto CA-7u.

Energy CA-7u (3S,6R) CA-7u (3R, 65)

(kcal/mol)

N
ped

2

@
X

CA-7u (35, 65)

CA-7u (3R, 6R)

w
XX

AHf° -52.574 -55.046 -55.001 -53.710
EA -4.864 -5.128 -6.935 -4.964
MM2
Stretch 1.9563 1.7465 1.7173 2.1069
Bend 7.9177 6.8571 7.1519 7.8335
Stretch-Bend 0.4898 0.3911 0.3888 0.5388
Torsion -4.6475 -6.3263 -4.7349 -6.9859
Non-1,4 -5.2208 -6.5632 -9.0685 -3.8481

VDW

1,4 VDW 21.5750 21.3597 21.7193 21.3658
Dipole/Dipole -9.2141 -7.7588 -7.6571 -9.4740
Total Energy 12.8564 9.7061 9.5167 11.5370
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El compuesto CA-7u (3S, 6S) tiene interaccion hidrofébica con 8 residuos aminoacidicos:
Leu29, Tyr70, Phel07, Trpl14, lle117, Tyrl97, lle225 y Val 331. Las interacciones polares
fueron 5 con Ser34, Thr71, GIn72, Th230 y Thr 328. 3 interacciones de carga positiva con
Lys106, Lys223, Arg234 y 2 interacciones de carga negativa con Asp3l y Asp227. Esta
molécula presenta 4 puentes de hidrogeno con As31y 27, Thr 230 y Arg234. Ademas 2
puentes salinos entre el grupo amino protonado de la posicion 5 del anillo y las Asp31y 227.
Finalmente, se genera una interaccion n-cation entre Arg234 vy el bencilo del fenilglicinol.
Ademas de las interacciones hidrofébicas, polares, de carga positiva y negativa, la interaccion
con el target se refuerza con los 4 puentes de hidrdgeno, los 2 puentes salinos y el n-cation;
ésta Ultima, es una interaccion no covalente relevante en la biologia estructural y es
considerada como una interaccion amino-aromatica. Este diasteroisomero es el que mejor
interactua con BACEL.

El compuesto CA-7u (3S, 6R) es el isomero con EA menos favorable, a diferencia del
diasteroisdmero (3S, 6S) con mejor EA, éste compuesto solo tiene 2 puentes salinos con
Asp31l y Asp227, y un puente de hidrégeno con Asp3l. Las interacciones comunes son
hidrofobicas con Leu29, Tyr70, Phel07, Trpl14, llell7, Tyrl97, 1le225 y Val331. Las
interacciones polares ocurren con Ser34, Thr71, Thr230 y Thr328. Se observan 3
interacciones de carga positiva con Lys106, Argl27 y Arg234 y 2 interacciones de carga
negativa con Asp3ly Asp227.

6C21 - minimized - CA7u-(3S, 65)
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6C2I - minimized - CA7u-(3S,6R)
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Figura 43. Diagrama 2D de interaccién de los compuestos CA-7u (3S, 6S) y CA-7u (3S, 6R) con BACEL.
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Tabla 26. . AHf°, EA y MM2 de los diasteroisomeros del compuesto CA-74.

Energy CA-7q (35, 6R) CA-7q (3R, 6S) CA-7q(3S,6S5) CA-7q (3R, 6R)

(kcal/mol)

HoN Pr H2N
AHf® -98.215 -100.988 -104.355 -100.759
EA -4.413 -6.229 -5.305 -5.654
MM?2

Stretch 2.2932 1.8950 1.8834 2.1130
Bend 10.5060 8.4337 8.5266 8.0557
Stretch-Bend 0.6986 0.5666 0.5632 0.6111
Torsion 1.7645 1.3343 2.6977 2.6113
Non-1,4 -3.9210 -1.7223 -7.3430 -4.4137
VDW

1,4 VDW 18.5917 19.4420 19.0683 18.4108
Dipole/Dipole -9.8124 -8.2818 -8.3137 -9.8947
Total Energy 20.1207 15.6674 17.0825 17.4935

Para los compuestos CA-7q, los valores de calor de formacion difieren un poco mas del resto;
el de mejor EA se encuentra dentro de los mas estables.

El compuesto CA-7q (3R, 6S) es el diasteroisdmero con mejor EA de los cuatro, lo cual puede
ser confirmado por los 4 puentes de hidrégeno con Asp 31, Thr 71, Tyr 197, 2 puentes salinos
con Ap 31y Asp 227 y el apilamiento -t que son las interacciones mas potententes. Ademas
de presentar interacciones comunes como las hidrofdbicas con Tyr 70, Trp 114, lle 117, lle
125y Tyr 197. Se generan interacciones polares con Ser 34, Ser 35, Thr 71, GIn 72, Thr 230
y Thr 231. Con Asp 31y 227 se establece interaccion de tipo negativa. Unicamente una
interaccion de carga positiva con Arg 127.

En contraste, la molécula CA-7q (3S, 6R) (fig. 41) no cuenta con tantas interacciones como
la CA-7q (3R, 6S), por ello, su EA es la menos favorable de los 4 diasteroisdémeros. Sin
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embargo, se detectan 2 puentes salinos también con los residuos Asp 31 y Asp 227 y
unicamente un puente de hidrogeno también con Asp 31. Las interacciones hidrofobicas se
Ilevan a cabo con Leu 29, Tyr 70, Phe 107, Phe 109, Trp 114, lle 117, Tyr 197 e lle 225. En
cuanto a las interacciones polares, éstas se presentan con GIn 11, Ser 34, Thr 71, GIn 72 y
Thr 230. Se observan 2 interacciones de carga negativa con Asp 31 y Asp 227y una
interaccion de carga positiva con Lys106.

6C21 - minimized - CA7g-(3R, 6S)
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6C2I - minimized - CA7g-(3S, 6R)
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Figura 44. Diagrama 2D de interaccidn de los compuestos CA-7q (3R, 6S) y CA-7q (3S, 6R) con BACEL.

Tabla 27. AHf?, EA y MM2 de los diasteroisomeros del compuesto CA-7s.

Energy CA-7s (35,6R) CA-7s (3R, 65) CA-7s (35, 65) CA-7s (3R, 6R)
(kcal/mol)
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HO

e

HO/\/Q HO T : HO T :

Ph N (0] phINjo Ph,, _N O PhINjO
HZNII'(\ HoN ”l,,”/\ HZNLI'(\ HoN ':,h/\

0 0 o}

0
AHf® -88.518 -91.915 -91.915 -91.915
EA -5.298 -6.150 -4.742 -5.276
MM2

Stretch 1.9911 1.7674 1.7674 1.7674
Bend 7.0962 7.2587 7.2587 7.2587
Stretch-Bend 0.3926 0.3482 0.3482 0.3482
Torsion -7.8372 -7.4820 -7.4820 -7.4820
Non-1,4 -7.2177 -8.5125 -8.5125 -8.5125
VDW

1,4 VDW 22.5454 22.5469 22.5469 22.5469
Dipole/Dipole -8.9316 -8.4304 -8.4304 -8.4304
Total Energy 8.0387 7.4963 7.4963 7.4963

El compuesto con mejor EA es el CA-7s (3R, 6S) debido a las fuertes interacciones por
diversos sitios que tiene esta molécula con diversos residuos de BACEL. Cuenta con 2
puentes salinos del amino protonado con Asp31y Asp227, 2 puentes de hidrogeno del grupo
hidroxilo del fenilglicinol con Thr71 y del oxigeno del propionilo con Tyr197. Ademas, un
apilamiento = del fenilo perteneciente al fenilglicinol con el anillo aromatico de la Tyr70.
Las interacciones hidrofobicas ocurren con Tyr70, Phel07, Trpl114, lle117, lle125y Tyr197.
Tiene 6 interacciones polares con Ser34, Ser35, Thr71, GIn72, Thr230 y Thr231, 2
interacciones de tipo negativo con Asp31l y Asp227 y 2 interacciones positivas con Lys106
y Argl27.

El compuesto CA-7s (3S, 6S) es el diasteroisdmero con mayor EA, puesto que como puede
observarse en la figura 45 no tiene tantas interacciones fuertes como su diasteroisémero (3R,
6S). Posee 2 puentes salinos del amino protonado hacia el Asp31 y Asp227 y un puente de
hidrogeno el grupo hidroxilo del fenilglicinol a GIn72. Las interacciones hidrofdbicas se
observan con Leu29, Tyr70, Phel07, 11e109, Trp114, lle117 y Val331. Tiene 5 interacciones
polares con Ser34, GIn72, Thr230, Thr231, Asn232. Ademas, se detectan 2 interacciones de
carga negativa con Asp31 y Asp227 y 2 de carga positiva con Lys106 y Arg234.
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6C21 - minimized - CA7s-(3R, 6S)
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Figura 45. Diagrama 2D de interaccion de los compuestos CA-7s (3R, 6S) y CA-7s (3S, 6S) con BACEL.
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1.8 Seleccién de candidatos.

Los tres candidatos seleccionados para llevar a cabo el disefio retrosintético son los siguientes

Tabla 46.
Tabla 28. Candidatos a sintesis.
Estructura CA-7s(3R, 65) CA-7q (3R, 6S5) CA-7u (35, 65)
Q'UO W N o) , _N 0
2 J)/\ H,N |]/\ H,N
EA -6.150 -6.229 -6.935
(kcal/mol)

Después de haber realizado el anélisis de cada una de las moléculas a traves del docking
molecular, aquellas con mejor energia de acoplamiento se encuentran dentro de la serie 7.
Estas moléculas son la CA-7s (3R, 6S) con EA=-6.150, CA-7q (3R, 6S) con EA=-6.229 vy
CA-7u (3S, 6S) EA=-6.935. Asi mismo, se escogieron estos compuestos por poseer mejores
resultados en el docking molecular que los 2 farmacos de referencia, el verubecestat
(inhibidor comercial) con EA=-4.298 y el EJ7 (inhibidor tedrico) con EA=-6.050, resaltando
asi que los compuestos propuestos de la serie 7, de manera tedrica, interaccionan mejor con
BACEL1 y podrian ser buenos candidatos a sintetizar, posiblemente teniendo un mejor efecto
al inhibir laacumulacion de las placas g-amiloide y ser de mayor efectividad en el tratamiento
de la enfermedad de Alzheimer.
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CONCLUSIONES

Se disefiaron (in silico) derivados piperidinicos que tienen como base el feniglicinol, los
cuales se analizararon la plataforma Swiss Target Prediction y se encontré que pueden
funcionar como posibles inhibidores de la pS-secreteasa-1. Dicho target se encuentra
relacionada con la enfermedade de Alzheimer por la produccion anormal de placas f-
amiloide.

Después de haber analizado cada una de las moléculas propuestas en la ruta sintética
incluyendo cada uno de los sustituyentes R: y/o Rz (segun el caso), la molécula con mejor
EA resulto ser la CA-7u (3S, 6S).

CA-7u (38, 65)

HO
///,I N O

H,oN

Todas las moléculas en mayor o menor medida tienen interacciones con glicina, hidrofobicas,
polares, de carga positiva 0 negativa; sin embargo, las interacciones que tienen mayor
impacto al interactuar con el target son los puentes de hidrogeno, los puentes salinos e
interacciones m-cation, donde, al analizar los diagramas 2D de interaccion con el target, los
amino&cidos clave fueron la aspartato 31 (Asp 31), la aspartato 227 (Asp 227), la treonina
230 (Thr 230) y la arginina 234 (Arg 234).

Con los datos que se tienen hasta el momento, se concluye que la diastereoisomeria si tiene
un efecto en la interaccion con el target, puesto que cuando ambos sustituyentes R1= bencilo
y R>= metilo tienen estereoquimica 3S, 6S, la EA es la mas favorecida termodindmicamente
(EA=-6.935 kcal/mol), mientras que cuando los mismos sustituyentes tienen estereoquimica
3S, 6R, la EA es menos favorecida (EA= -4.864 kcal/mol).
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