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RESUMEN

Recientemente la giardiasis se ha posicionado como una enfermedad
reemergente en paises como Inglaterra, Estados Unidos, Noruega, Nueva Zelanda
entre otros y en México es una de las enfermedades con mayor morbilidad, es por ello
que la busqueda de nuevos agentes antigiardiasicos cada dia es mas importante. El
grupo de Quimica Farmaceutica de la Facultad de Quimica de la UADY ha trabajado
en la sintesis de moléculas con actividad antigiardiasica y recientemente reporté 50
compuestos de tipo tiazélico, de los cuales, dos de tipo N-(4-aril-5-bromo-2-tiazolil)-
acetamida resultaron activos y altamente selectivos contra Giardia intestinalis, sobre
este grupo de andlogos se realiz6 un estudio QSAR-2D donde se encontré que las
contribuciones a la actividad antigiardiasica de dichos derivados tiazdlicos estan
directamente relacionadas con la distribucion tridimensional de los atomos, por lo cual
en respuesta a dichas conclusiones en este trabajo se analizaron a través de un
estudio computacional de QSAR-3D las caracteristicas electrostaticas y estéricas de
los derivados tiazolicos para desarrollar y obtener nuevos analogos con potencial
antigiardiasico y selectivos contra Giardia intestinalis.

Inicialmente se calcularon y validaron un total de 30 modelos QSAR-3D
utilizando 10 grupos de alineado y tres grupos de validacion externa, de estos modelos
se escogio aquel con los mejores parametros estadisticos: R?=0.83, Re«’=0.85, R*-
Rex=-0.02, SDEPI,=0.36, F=23, Qq,°=0.60 y Q.’=0.32, los cuales sefialan la
significancia del modelo asi como el poder predictivo del mismo; partiendo de este
modelo se graficaron los mapas de contornos cuyas contribuciones estéricas indican
que la posicién dos del anillo tiazdlico esta fuertemente influenciada por grupos
voluminosos con un volumen similar al de un grupo benzamida, por otro lado las
contribuciones electrostaticas sefialan que grupos ricos en electrones en posicion cinco
son necesarios para mejorar la actividad antigiardiasica.

Partiendo de los resultados de los mapas de contornos se propusieron un total
de 10 nuevos analogos, las predicciones de actividad antigiardiasica tedrica llevadas a
cabo sobre éstos a partir del modelo QSAR-3D sefalaron a los derivados N-[5-bromo-
4-(4’-metilfenil)-tiazol-2-illpropanamida  (11a),  N-[5-bromo-4-(4’-clorofenil)-tiazol-2-
illpropanamida (11b) y N-[5-bromo-4-(4’-metilfenil)-tiazol-2-ilJtrimetilacetamida (13a)
como candidatos con potencial antigiardiasico.






ABSTRACT

Giardiasis is considered a re-emerging infectious disease in countries like
England, the United States, Northway and New Zeeland. Cases of resistance have
been reported and about it all giardiasis is in Mexico one of the principal morbility
causes; for that reasons the development of new antigiardiasic drugs is very important.
Research groups have been working in the synthesis of new antigiardiasic molecules
and recently they created 50 new compounds with thiazolyl ring, two of those presented
antigiardiasic activity and good selectivity indexes, as part of that investigation they
developed a QSAR-2D analysis, the main conclusion from this study was that the
tridimensional distribution of the atoms is the mayor contribution to the antigiardiasic
activity. As a result of the efforts for the development of thiazolyl antigiardiasic drugs in
this thesis we created a QSAR-3D model for the analysis of the electrostatic and steric
contributions from the compounds, with the propose of synthetize new antigiardiasic
drugs with high selectivity againts Giardia intestinalis.

Firstly 30 QSAR-3D models were calculated and validated using 10 alignment
groups and three external validation groups, the selection of the best model was
decided using statistical parameters, for this purpouse the best model have: R?=0.83,
Rex?=0.85, R%R¢y’=-0.02, SDEP;=0.36, F=23, Q,’=0.60 y Q.’=0.32, this results
shows that the model is statistically significant and have a good predictivity power; in
the same matter it was posible to visualize the more important contributions using
contour maps, this maps reveal that is necessary to add electronicaly-rich groups to the
position number five of the thiazolyl ring and bulky groups with no more than fourth
bonds in the position two.

Using the contour maps was posible to modify the chemical structures and
propose new molecules, furthemore, the 3D-QSAR was used to calculate the activity of
10 hypothetical molecules and the results shows that the N-[5-bromo-4-(4'-
methylphenyl)-thiazol-2-yllpropanamide, N-[5-bromo-4-(4’-chlorophenyl)-thiazol-2-
yl]Jpropanamide y N-[5-bromo-4-(4’-methylphenyl)-thiazol-2-yl]trimethylacetamide
presents the higher theoretical antigiardiasical activity.
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INTRODUCCION

La giardiasis es una enfermedad que afecta a personas de todo el mundo,
especialmente a aquellas que viven en paises en vias de desarrollo. Esta enfermedad
es asintomatica en la mayoria de los adultos, pero en nifios presenta una gran variedad
de sintomas como dolor abdominal, diarrea, anemia y pérdida de peso; de igual forma
la giardiasis pertenece al grupo de enfermedades infecciosas intestinales, las cuales
ocupan el segundo lugar a nivel nacional en cuanto a la proporcién de personas
enfermas y son la segunda causa de muerte en menores de 5 afios dentro del estado
de Yucatan, estos indices son alarmantes y a pesar de que en la actualidad se cuenta
con farmacos para el tratamiento de esta parasitosis, como el metronidazol y la
nitazoxanida, éstos presentan efectos secundarios y se han reportado casos de
resistencia en varias cepas de Giardia intestinalis.

En afos recientes algunos grupos de investigacion se han centrado en la
busqueda de moléculas con potencial antigiardiasico, a partir de diversas
aproximaciones se han encontrado compuestos heterociclicos como el auranofin y la
fumagilina los cuales actualmente forman parte de ensayos clinicos y preclinicos para
el tratamiento de la giardiasis. Los tiazoles son un grupo privilegiado de heterociclos
que presentan actividad sobre varios tipos de parasitos, recientemente se reportd la
sintesis de 50 compuestos de tipo tiazélico de los cuales dos compuestos de tipo N-(4-
aril-5-bromo-2-tiazolil)-acetamida fueron activos y altamente selectivos contra Giardia
intestinalis, por lo cual se les realizé6 un estudio QSAR-2D encontrandose que la
estructura tridimensional de estas moléculas tiene un efecto significativo en la actividad
antigiardiasica.

Tomando en consideracion lo anterior y con el objetivo de colaborar en el
desarrollo de nuevos agentes antigiardiasicos, en esta investigacion se propone
estudiar los 50 compuestos de tipo 2-amino-4-aril-1,3-tiazélico previamente reportados
mediante la técnica computacional de QSAR-3D y proponer un conjunto de analogos
tiazolicos con probabilidades de ser activos contra Giardia intestinalis.






ANTECEDENTES

Giardiasis

La giardiasis es una enfermedad parasitaria de distribucion geografica
cosmopolita causada por Giardia intestinalis, esta enfermedad se presenta de forma
asintomatica en adultos y sintomatica en nifos. Giardia intestinalis se considera el
parasito mas comun del tracto digestivo en humanos, este parasito se puede encontrar
de dos formas, como quiste o como trofozoito. La transmision de Giardia en humanos
ocurre a través de la ingesta de quistes presentes en agua contaminada con heces
fecales, la contaminacién del agua potable es debida sobre todo a la resistencia de los
quistes a la cloracion y a su habilidad para sobrevivir en agua helada por semanas.
Otra forma de transmisién es a través de la comida o por contacto directo con heces
fecales como en el caso de las guarderias.'?

El trofozoito es la forma activa de Giardia intestinalis y el causante de los
sintomas de la enfermedad.® La mayoria de los pacientes enfermos con giardiasis son
asintomaticos, sin embargo los sintomas clinicos tipicos se presentan de una a tres
semanas después de haber ingerido los quistes e incluyen flatulencias, diarrea, dolor
abdominal, pérdida de peso, anorexia entre otros. En la etapa aguda del padecimiento
es comun encontrar evacuaciones diarreicas explosivas con la caracteristica de que
son expelidas sin dolor célico.* Informacién reciente indica que la giardiasis puede
generar post infecciones gastrointestinales cronicas, sindrome del colon irritable e
incluso sindrome de fatiga crénica. Una investigacion llevada a cabo en Noruega
mostré que un grupo de pacientes presentd estos sintomas 10 afios después de haber
sufrido giardiasis aguda, lo cual indica el gran impacto de esta parasitosis incluso en
zonas donde no es endémica.>®

En 2004 la giardiasis se incluyé como enfermedad desatendida, dentro de las
iniciativas de la OMS, no solo por su sintomatologia sino también por su prevalencia en
los paises en vias de desarrollo donde afecta a un 20-30% de la poblacion.
Actualmente la giardiasis ya no se encuentra en la lista de enfermedades tropicales
desatendidas, sin embargo en afios recientes se han reportado nuevos casos de ésta
parasitosis en zonas donde se creia erradicada e incluso en paises de primer mundo
como Estados Unidos, Nueva Zelanda, Noruega, Alemania e Inglaterra catalogandola
como una enfermedad re-emergente.’

Aproximadamente el 2% de los adultos y entre un 6-8% de los nifios a nivel
mundial se encuentran parasitados por Giardia intestinalis;?> en México se calcula que
un 10-50% de la poblacion infectada con este parasito no presenta sintomas, por tanto
aproximadamente nueve millones de mexicanos tienen giardiasis, encontrandose



principalmente en infantes preescolares y escolares.®*'® De acuerdo con el Sistema
Nacional de Vigilancia Epidemioldgica en 2018 se reporté una media nacional de 375
nuevos casos de giardiasis en el pais, registrandose en Yucatan 614 casos en el
mismo afo, 1.6 veces sobre la media, ocupando el sexto lugar entre los estados con
mayor incidencia, el primer lugar lo ocupd Sinaloa con 2 016 casos nuevos de
giardiasis."

Por otro lado, las enfermedades infecciosas intestinales, dentro de las cuales
se encuentra la giardiasis, ocupan el segundo lugar en la proporcion de personas
enfermas en el pais y también se ubican como la quinta causa de mortalidad infantil,
falleciendo por este tipo de enfermedad seis de cada 100 nifios menores a 5 afios.'*"
De igual manera esta parasitosis intestinal se clasifica dentro de las enfermedades
diarreicas agudas (EDA) y en los meses de febrero, julio, agosto y diciembre del 2016,
asi como a lo largo del 2017, el estado de Yucatan se ubicd en el primer lugar como el
estado con mayor incidencia de EDA en menores de 5 afos, en estos meses la
aparicion de nuevos casos de enfermedades diarreicas agudas en Yucatan ha
fluctuado de dos hasta seis por cada 1000 nifios menores de 5 afios.'*"

La giardiasis es por tanto una problematica prevalente en muchos paises, la
cual hoy en dia se combate con una gran diversidad de fa&rmacos, sin embargo estos
farmacos llevan mas de 10 anos en el mercado y la gran mayoria generan efectos
secundarios en el consumidor.? Por otro lado estudios recientes demuestran que las
cepas de Giardia intestinalis estan comenzando a generar resistencia contra los
antigiardiasicos conocidos.*

Tratamientos contra la giardiasis

Los farmacos con los que se cuenta para el tratamiento de la giardiasis en la
actualidad son: acridinas (quinacrina), aminoglicésidos (paromomicina), el complejo
bacitracina-zinc, los 5-nitroimidazoles (metronidazol, tinidazol, ornidazol y secnidazol),
5-nitrofuranos (furazolidona), benzimidazoles (albendazol, mebendazol), y 5-
nitrotiazoles (nitazoxanida) (Figura 1)."®

Dentro de las acridinas el antigiardiasico mas conocido es la quinacrina, éste
farmaco comenz6 a utilizarse como agente antimalarico en 1930 durante la segunda
guerra mundial, tiempo después se convirtio en un agente importante contra la
giardiasis presentando una eficacia del 90%, sin embargo ocasiona vomitos, tiene mal
sabor y en un 4-5% de quienes la consumen genera coloracion amarilla/naranja en la
piel, debido a estos efectos secundarios muchos médicos han dejado de utilizarla
sobre todo en nifios.? El modo de accién de la quinacrina no se conoce a fondo, sin
embargo se sabe que se intercala con facilidad en el ADN de Giardia Intestinalis, y se
cree que esta interaccién ocasiona la inhibicidn en la sintesis de acidos nucléicos.?



ON" N ON" N\ o

. OH " S~

metronidazol tinidazol O7 \
N N
AN

g g

N OH N OH

02N 02N \_<
ornidazol Cl secnidazol

O,N

\
7N\ ( /(:[ )—NH

»/O S N
furazolidona O albendazol

@)
H CoHs

/
N d N
O O N’>_ NH "CHs

O

mebendazol L
0O @)

HN
N (@) OCH
O.N ’(j\ N >
S N P
H Cl N

nitazoxanida quinacrina

Figura 1. Algunos de los farmacos aprobados por la FDA (E.E.U.U.) para el
tratamiento de la giardiasis.

Por otro lado la paramomicina es un aminoglicosido, fue aislado por primera
vez en 1956 y ha demostrado ser poco eficaz (60%) contra Giardia intestinalis, sin
embargo se receta a mujeres embarazadas ya que no se metaboliza completamente.
Este farmaco inhibe la sintesis de proteinas de Giardia Intestinalis al interferir con las
subunidades ribosomales 50S y 30S, causando una lectura inadecuada de los codones
del ARNm. A diferencia de la paramomicina el complejo bacitracina-zinc, aislado en
1945 de una cepa de Bacillus, tiene una eficacia del 95% y se requiere un tratamiento
de 10 dias para observar sus efectos, se ha encontrado que genera toxicidad en los
rifiones y malestares gastrointestinales.”*



Entre los farmacos antigiardiasicos mas populares se encuentran los 5-
nitroimidazoles, descubiertos en 1955, entre estos destaca el metronidazol, el farmaco
mas usado contra la giardiasis. El metronidazol funciona como profarmaco ya que
requiere la reduccion del grupo nitro para generar un efecto toxico en el trofozoito de
Giardia, el tratamiento con este farmaco requiere ser administrado en una o dos dosis
de 5 a 10 dias. El tinidazol, el ornidazol y el secnidazol pertenecen también a la familia
de los 5-nitroimidazoles y su ventaja es que se pueden aplicar en una sola dosis para
tener un efecto semejante al del metronidazol en menos tiempo.?® La eficacia de estos
farmacos va del 70-100%,? sin embargo se ha observado que pueden provocar dolor
de cabeza, vértigo, nauseas, sabor metalico en la boca y en altas dosis ocasionan
pancreatitis, incluso el metronidazol fue catalogado en 2015 como carcinogénico por el
Centro para el Control de Enfermedades en E.E.U.U., ya que ocasiona tumores en
ratones cuando se administra en dosis altas, sin embargo hasta ahora no se ha
observado este efecto en humanos.*

Los 5-nitrofuranos, como la furazolidona, tienen un mecanismo similar al del
metronidazol, sin embargo poseen un potencial redox mas elevado por lo cual son
eficazmente reducidos en parasitos microaerofilicos, los intermediarios reducidos de la
furazolidona danan las células que constituyen el ADN y las proteinas del trozofoito de
Giardia intestinalis.* Una de las grandes ventajas de éste farmaco es que se encuentra
en suspension por lo cual es adecuado para administrar en nifios, sin embargo, el
tratamiento con furazolidona requiere de 7 a 10 dias para lograr una eficacia del 80-
100%, mas del tiempo necesario con los 5-nitroimidazoles. Por otro lado un 10% de los
pacientes bajo este tratamiento han presentado problemas gastrointestinales, nauseas,
vomito, diarrea, coloracion café de la orina y en pacientes con deficiencia de la
glucosa-6-fosfato deshidrogenasa se ha reportado hemdlisis.?

Otros farmacos conocidos para el tratamiento de la giardiasis son los
benzimidazoles entre los que se encuentran el albendazol y el mebendazol.>* Este
grupo de moléculas fue aprobado en 1983, presentan una eficacia del 65-97% y menos
efectos secundarios que los 5-nitroimidazoles.? Estudios recientes han revelado que el
modo de accidn de éstos farmacos esta relacionado con la B-tubulina, un componente
del citoesqueleto de la Giardia intestinalis, el albendazol y el mebendazol se unen
efectivamente a la B-tubulina en microorganismos como Giardia, especificamente a los
residuos 198 y 165 inhibiendo la polimerizacion del citoesqueleto, dejando severos
dafios estructurales. A pesar de la eficacia de los benzimidazoles el albendazol ha sido
sefialado como teratogénico y por tanto no se preescribe a embarazadas.?

En el ano 2004 se aprobd el farmaco nitazoxanida, el cual ha sido introducido
como opcidn alternativa para el tratamiento de la giardiasis y presenta una excelente
actividad in vitro contra varios parasitos. En ensayos clinicos con nifios ayudo a reducir
los sintomas de la giardiasis y los efectos secundarios reportados son de tipo



gastrointestinal. Actualmente es el farmaco mas recomendado para tratamiento en
= 34
nifos.”

A pesar de la gran diversidad de farmacos para tratar la giardiasis en 2015 se
reportaron casos de resisitencia al metronidazol, albendazol, nitazoxanida, quinacrina y
furazolidona en varias cepas de Giardia intestinalis inducida tanto in vivo como in vitro,
por lo cual, en la actualidad se recomienda la busqueda de nuevas opciones de
tratamiento.*

Busqueda de nuevos agentes antigiardiasicos

La terapia combinada,* es una metodologia que surge como respuesta a la
necesidad de generar nuevas opciones para el tratamiento de la giardiasis, consiste en
recetar al mismo tiempo diferentes dosis de diferentes antigiardiasicos conocidos para
tratar la enfermedad, sin embargo la terapia combinada aumenta la eficacia pero no
disminuye los efectos secundarios y no siempre funciona. Por lo cual las
investigaciones se han decantado a la busqueda y desarrollo de nuevos
antigiardiasicos, hoy en dia se conocen algunos farmacos en etapas clinicas y
preclinicas.

En ensayos clinicos se encuentra el auranofin, un antireumatico aprobado por
la FDA (Food and Drug Administration, E.E.U.U) en 1985, se encuentra desde 2013 en
pruebas clinicas en el Instituto Nacional de Alergias y Enfermedades Infecciosas
(NIAID, National Institute of Allergy and Infectious Diseases)."” La actividad
antigiardiasica del auranofin se encontré a través de un cribado molecular de alto
impacto (HTS, High Throughput Screening) realizado a una biblioteca de compuestos
previamente aprobados por la FDA. En ensayos in vivo en ratas demostré ser activo
ante diversas cepas de Giardia a concentraciones de Cls, de 152+12 nM (Figura 2).

Figura 2. Estructura del auranofin, un derivado con actividad antigiardiasica tipo
glucopirano.

En etapa preclinica podemos encontrar a la fumagilina, la cual en 2014 se
encontré a través de un cribado™ y presentd un Cls, (0.002 pyM) menor al del
metronidazol (1.6 pM). En ese mismo afo se propuso al omeprazol para tratar la



giardiasis debido al efecto que se ha observado tiene sobre los trofozoitos de Giardia,
sin embargo estudios recientes'®?® han revelado que el uso prolongado de los
inhibidores de la bomba de protones (IBP), entre los que se encuentra el omeprazol,

podria generar cancer estomacal (Figura 3).
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Figura 3. Farmacos con actividad antigiardiasica en etapa preclinica.

Como puede apreciarse en las Figuras 1 a 3, todos los farmacos
anteriormente mencionados presentan estructuras heterociclicas (resaltadas de color
rojo), por lo cual los derivados heterociclicos cuentan con un potencial justificado para
la busqueda de moléculas en contra de la giardiasis. Los nucleos de tipo imidazol y
tiazol son los mas utilizados debido a que estos grupos han demostrado un amplio
espectro de actividades bioldgicas. Los tiazoles han sido probados como farmacéforos
en muchos compuestos sintéticos y han demostrado actividades in vitro e in vivo contra
Trypanosoma, Leishmania, Plasmodium y Toxoplasmosis, entre otros protozoarios
patégenos.?’

Muy pocos grupos de investigacion se han centrado a estudiar los nucleos
tiazdlicos como antigiardiasicos, en México el equipo de investigacion de la Facultad de
Farmacia de la Universidad Auténoma de Morelos se ha enfocado en los ultimos afios
en el desarrollo de nuevos agentes antigiardiasicos derivados de nitazoxanida®?® y
recientemente obtuvieron un grupo de nitrotiazoles con una interesante acividad in vitro
contra Giardia intestinalis, ademas llevaréon a cabo un estudio computacional de
acoplamiento molecular de los derivados con la enzima fructosa-1,6-bifosfato aldolasa
de Giardia, los ligandos probados presentaron un efecto inhibitorio aceptable sobre la
actividad de dicha enzima, proponiéndose que la inhibicién de dicha proteina podria
contribuir al mecanismo de accién multifactorial de la nitazoxanida y sus analogos
contra Giardia intestinalis, los ensayos in vivo para estos derivados estan en proceso.?

De igual manera, investigadores pertenecientes al grupo de Quimica
Farmaceltica de la Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma de Yucatan,?'
sintetizaron y evaluaron la actividad de 50 compuestos de tipo 2-amino-4-aril-1,3-tiazol
contra Giardia intestinalis (Tabla 1) encontrando dos moléculas de tipo N-(4-aril-5-



bromo-2-tiazolil)-acetamida cuya actividad resulté mejor a la del metronidazol; de igual
manera, la citotoxicidad de dichas moléculas fue determinada usando células vero,
encontrando que las moléculas mas activas también son las mas selectivas con indices
de selectividad (I1S) mayores a 10 (Figura 4).*’

Tabla 1. Derivados tiazélicos con actividad antigiardiasica.”’

R1
N b'/I{IH
R, \ 3
R3

D. R1 Rz R3 C|5o (|.IM) D. R1 Rz R3 C|5o (|.IM)
1a H H H 108.26 5a H H Br 59.97
1b H Cl H 29.29 5b H Cl Br 23.21
1c H Br H 16.97 5¢ H Br Br 11.05
1d H NO; H 35.75 5d H NO, Br 27.82
1e H Me H 20.29 5e H Me  Br 40.42
1f H OMe H 98.61 6a Ac H Br 1.95
1g H OH H 45.88 6b Ac Cl Br 0.87
2a Ac H H 50.76 6¢c Ac Br Br 9.31
2b Ac Cl H 14213 6d Ac NO, Br 9.03
2¢c Ac Br H 96.21 6e Ac Me  Br 0.39
2d Ac NO; H 9.72 6f Ac OMe Br 2.51
2e Ac Me H 39.39 7a Bz H Br 36.80
2f Ac OMe H 30.77 7b Bz Cl Br 11.61
3a Bz H H 4412 7c Bz Br Br 29.05
3b Bz Cl H 119.79 7d Bz NO, Br 16.70
3c Bz Br H 78.42 Te Bz Me  Br 25.16
3d Bz NO; H 2213 7f Bz OMe Br 9.97
3e Bz Me H 56.77 8a Furoil H Br 8.68
3f Bz OMe H 8.70 8b Furoil Cl Br 58.83
4a Furoil H H 16.50 8c Furoil Br Br 42.23
4b Furoil Cl H 43.64 8d Furoil NO, Br 7.20
4c Furoil Br H 38.09 8e Furoil Me  Br 31.30
4d Furoil NO; H 42.78 8f Furoil OMe Br 1.66
de Furoil Me H 17.09 9 Ac OAc Br 56.28
4f Furoil OMe H 19.41 10 Ac OAc Br 2.90

MTZ 1.40
D- Compuesto, Clsp-Concentracién minima inhibitoria.
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Figura 4. Estructura de dos tiazoles antigiardidsicos con Clsp menor al metronidazol
(1.4 uM) y con IS 210

En este trabajo se observo que los derivados bromados en el carbono cinco y
con una acetamida en el carbono dos presentaron actividades mejoradas en
comparacion con los otros analogos, sugiriendose que la presencia de grupos
electroatractores en dicha posicién podrian potenciar la actividad; consecutivamente
realizaron un estudio QSAR- 2D cuyos descriptores mas significativos, E2M, Hypnotic-
80, MATS6v,RDF115m y F10 revelaron la importancia de la distribucion uniforme de
las masas atémicas sobre el segundo eje principal de las mismas, la distribucién en
tres dimensiones de los atomos y el volumen molecular, sugiriéndose una dependencia
lineal entre la actividad antigiardiasica y la distribucion en 3D de la masa molecular. Por
estas razones proponen la modificacion estructural de los tiazoles y la necesidad de
realizar mas estudios para probar las hipétesis planteadas. En 2017 este mismo grupo
reportd6 pruebas in vitro con siete compuestos de tipo 2-amino-4-fenil-oxazol,
obteniendo uno con mejor actividad que la del metronidazol pero menos activo en
comparacién con los tiazoles previamente reportados.?

Una parte muy importante en la busqueda de nuevos antigiardiasicos consiste
en identificar los receptores del parasito sobre los cuales podrian actuar las moléculas
activas, estos son los llamados blancos biolégicos. En este sentido varios grupos de
investigacion han trabajado en la busqueda de blancos biolégicos en Giardia
intestinalis, conociéndose principalmente tres, estos son: la enzima tiorredoxina
reductasa (TrxR) la cual interacciona con el metronizadol y reduce el grupo nitro,%* la
enzima fructosa-1,6-bifosfato aldolasa la cual se ha encontrado recientemente que
interacciona con un grupo de nitrotiazoles y sus derivados® y la tubulina, componente
del citoesqueleto de Giardia, en cuyo fragmento R se acoplan los ligandos de tipo
benzimidazol.* El objetivo de conocer estos sitios de accion es poder disefiar moléculas
cuyas caracteristicas fisicoquimicas sean las adecuadas para interactuar con dichos
blancos, sin embargo no siempre es posible identificar el modo de accién de los
farmacos, es por esta razén que las técnicas de quimica computacional han surgido en
los ultimos afos fungiendo como auxiliares al momento de evaluar la accion de nuevas
moléculas sobre blancos bidlogicos o en caso de no conocer el modo de accion
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permiten desarrollar farmacos con caracteristicas fisicoquimicas adecuadas para tratar
alguna enfermedad a partir de bibliotecas de compuestos con actividades bioldgicas ya
reportadas. En el primer caso la técnica de acoplamiento molecular permite observar
las interacciones entre las estructuras tridimensionales de los farmacos y los sitios de
accion de los blancos bioldgicos; en el segundo caso, cuando no se conoce el blanco
biolégico una de las técnicas mas utilizadas es el analisis de relacion estructura
actividad, QSAR.

El QSAR, como se mencioné anteriormente, es una técnica computacional
que no requiere conocer la proteina o el blanco molecular, mas bien se basa en el
analisis estructura-actividad de un conjunto de compuestos cuyas actividades
biolégicas se conocen, en este tipo de disefio se identifican patrones que sugieran la
modificacion de los compuestos con la intencion de aumentar su actividad y se
analizan las estructuras en 2D y 3D de los ligandos. Este método es considerado una
aproximacion indirecta al desarrollo de farmacos, ya que asume que moléculas
similares actuaran sobre el mismo sitio activo en el blanco biol6gico. Dentro de las
técnicas de este tipo las mas avanzadas son aquellos que consideran la forma
tridimensional de una molécula, uno de estas es el QSAR-3D, propuesta por Crammer
en 1988,%° con la intencién de encontrar correlacion estadistica entre descriptores
tridimensionales (estéricos, electrostaticos, geométricos etc.) cuyo arreglo espacial da
lugar a campos de interaccion molecular y las actividades biologicas de los
compuestos; a la técnica de Crammer se le llamd analisis comparativo de campo
molecular (CoMFA, Comparative Molecular Field Analysis). Un avance de esta técnica
es que toma en cuenta las estructuras en 3D de los ligandos y ademas es aplicable a
grupos de compuestos estructuralmente diversos. El rango de aplicacion de esta
herramienta computacional va desde racionalizar el desarrollo de nuevos farmacos
hasta priorizar la sintesis de ciertas moléculas para ser probadas contra un blanco en
particular.?®%

En los ultimos 10 afos el QSAR-3D se ha utilizado en muchos casos para la
evaluacibn de derivados tiazdlicos con actividades prometedoras como
anticancerigenas, antiproliferativas,?® inhibidores enzimaticos,?**® antiplaquetarios®’
etc. De igual manera hay reportes de estudios de CoMFA aplicados a organismos
amitocondriados como Tricomona vaginalis,** Entamoeba hystolica,®® Plasmodium®*
entre otros protozoarios patégenos, obteniendo muy buenos resultados (Figura 5), sin
embargo hasta ahora son muy pocos o nulos los reportes de estudios de este tipo para
antigiardiasicos, sobre todo para derivados tiazdlicos con actividad antigiardiasica.
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Figura 5. El mejor modelo QSAR-3D de derivados benzimidazdlicos contra
Trichomona vaginalis (*=0.936, q°=0.634).%
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HIPOTESIS

Es posible generar un ligando de tipo N-[4-(4’-sustituido)-5-sustituido-2-tiazolil]-
amida selectivo contra Giardia intestinalis a partir de la técnica computacional de
QSAR-3D.
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JUSTIFICACION

En afos recientes se han reportado nuevos casos de giardiasis en zonas
donde se creia erradicada como Estados Unidos, Nueva Zelanda, Noruega, Alemania
e Inglaterra catalogandola como una enfermedad re-emergente. Se calcula que en
México aproximadamente nueve millones de personas estan parasitadas con Giardia
intestinalis, encontrandose sobre todo en infantes, preescolares y escolares. De
acuerdo con el Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica en 2018 se report6é una
media nacional de 375 nuevos casos de giardiasis en el pais, registrandose en
Yucatan 614 casos en el mismo afo, 1.6 veces sobre la media, ocupando el sexto
lugar entre los estados con mayor incidencia, el primer lugar lo ocupd Sinaloa con 2
016 casos nuevos de giardiasis. Estos indices son alarmantes y a pesar de que en la
actualidad se cuenta con una gran cantidad de farmacos para el tratamiento de la
giardiasis, la mayoria de éstos tienen mas de 30 afios en el mercado y han comenzado
a perder su eficacia ya que se tiene reportes de resistencia de cepas de Giardia
intestinalis a éstos compuestos, de igual forma muchos de los antigiardiasicos
conocidos presentan efectos secundarios en el consumidor, por tanto la busqueda de
nuevos farmacos con potencial antigiadiasico es un problema que requiere de atencion
inmediata.

Las técnicas de quimica computacional son una herramienta de gran ayuda al
momento de tomar decisiones que impliquen la modificacién estructural y sintesis de
un grupo nuevo de compuestos ya que a través de éstas es posible disminuir los
recursos econémicos y ambientales implicados en el desarrollo de nuevos farmacos y
en muchos casos el tiempo para el disefio de moléculas lider.

Con todo esto, en el presente trabajo se plantea un estudio de tipo
computacional con el objetivo de proponer un grupo de nuevos compuestos de tipo N-
[4-(4’-sustituido)-5-sustituido-2-tiazolil]-amida que presenten actividad antigiardiasica
potencial y cuyos Cls, puedan predecirse teéricamente a través de un modelo QSAR-
3D.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Obtener mediante un estudio QSAR-3D un ligando de tipo N-[4-(4’-sustituido)-5-
sustituido-2-tiazolil]-amida selectivo contra Giardia intestinalis.

Objetivos Especificos

Generar un modelo QSAR-3D validado para los derivados tiazélicos de tipo 2-
amino-4-aril-1,3-tiazol.

Predecir la actividad biolégica de un grupo de N-[4-(4’-sustituido)-5-sustituido-2-
tiazolillamidas usando el modelo QSAR-3D generado previamente.
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MATERIALES Y METODOS

Cédigos y equipo de computo empleado.

Para la modelacién de la estructura tridimensional de los tiazoles estudiados se
utilizé el programa GaussView 5.0.8 en su versién para Windows. La geometria de las
moléculas fue optimizada con ayuda de los cddigos Spartan’14*® en su versién
Windows y Gaussian 09% en su version Linux. El QSAR-3D se llevé a cabo con los
programas de cédigo libre Open3DALIGN*" y Open3DQSAR,*® Ia visualizacién de los
mapas de contorno se realizé con PyMOL 1.7.x.*

Las caracteristicas del equipo de computo donde se realizaron las simulaciones
son:

* Un servidor con sistema operativo Linux Open Suse con un procesador
Intel® Core ™ i5-2400 con 4 nucleos de 3.1 Hz y 6GB de memoria
RAM.

* Un cluster con sistema operativo Linux Open Suse con un procesador
Intel® Xeon ® con 72 nucleos de 2.1 GHz y 132 GB de memoria RAM.

* Un servidor con sistema operativo Windows 10 version 2015, con
procesador Intel® Core ™ i5-7500, 3.40 GHZ y 8 GB de RAM

Generacion del modelo QSAR 3D

Para la generacion del modelo QSAR-3D se utilizaron los 50 derivados 2-
amino-4-aril-1,3-tiazdlicos con actividad antigiardiasica sintetizados en el Laboratorio
de Quimica Farmacéutica de la Facultad de Quimica de la Universidad Auténoma de
Yucatan?' y evaluados en la Unidad Interinstitucional IMSS-UADY de la Facultad de
Medicina de la misma Universidad. El procedimiento que se utilizé para la generacion
del modelo QSAR-3D se representa en la Figura 6.
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Preparacion:

Grupos de entrenamiento y
- Analisis -> Alineado —> validacion.
conformacional molecular
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Campos Campos
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Figura 6. Procedimiento general para el desarrollo de un modelo QSAR-3D.
Preparacion de los modelos moleculares iniciales

La optimizacion geométrica de los derivados 2-amino-4-aril-1,3-tiazolicos
(Figura 7) se realiz6 a través del programa Gaussian 09% utilizando la teoria del
funcional de la densidad (DFT) con el funcional B3LYP y la base 6-31g(d,p). Los
criterios de convergencia para la optimizacion geométrica®® fueron: a) el maximo
componente de las sumas de fuerzas debe ser menor a 0.00045 u.a., b) la raiz de la
media cuadratica de las fuerzas debe ser menor a 0.0003 u.a., c) el desplazamiento
calculado para el siguiente paso debe ser menor a 0.0018 u.a. y d) la raiz de la media
cuadratica del desplazamiento al siguiente paso debe ser menor a 0.0012 u.a.; una vez
que los criterios mencionados previamente se cumplen el analisis de optimizacién
geomeétrica converge. Para concluir la optimizacién de las estructuras quimicas se
calcularon los modos normales de vibracion de cada molécula.
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Tabla 2. Derivados tiazolicos incluidos en el QSAR-3D.%"

R1
1
< >_<N\YN“
R, \ S
R3

D. Ry R2 R; D. Ry R R;
1a H H H 5a H H Br
1b H Cl H 5b H Cl Br
1c H Br H b5¢ H Br Br
1d H NO; H 5&d H NO, Br
1e H Me H 5e H Me Br
1f H OMe H 6a Ac H Br
1g H OH H 6b Ac Cl Br
2a Ac H H 6c Ac Br Br
2b Ac Cl H 6d Ac NO, Br
2¢c Ac Br H ©6e Ac Me Br
2d Ac NO; H 6f Ac OMe Br
2e Ac Me H 7a Bz H Br
2f Ac OMe H 7b Bz Cl Br
3a Bz H H Tc Bz Br Br
3b Bz Cl H 7d Bz NO, Br
3c Bz Br H Te Bz Me Br
3d Bz NO; H 7f Bz OMe Br
3e Bz Me H 8a Furoil H Br
3f Bz OMe H 8b Furoil Cl Br
4a Furoil H H 8c Furoil Br Br
4b Furoil Cl H 8&d Furoil NO, Br
4c Furoil Br H 8e Furoil Me Br
4d Furoil NO; H 8f Furoil OMe Br
4e Furoil Me H 9 Ac OAc Br
4f Furoil OMe H 10 Ac OAc Br

Analisis conformacional y alineado molecular

Para la busqueda de conférmeros de cada derivado tiazodlico se utilizé una
aproximacion de dinamica molecular denominada QMD (Quenched Molecular
Dynamics por sus siglas en inglés). El procedimiento consisti6 en 200 ciclos de
dinamica molecular para cada derivado tiazolico donde el paso inicial fue la
minimizacion de la estructura geométrica inicial utilizando el método de Merck para
mecanica molecular (MMFF94s), seguidamente y con el objetivo de explorar el espacio
conformacional se impartié una energia equivalente a 1000 K a cada molécula a lo
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largo de una simulacion de dinamica molecular con una duracion de 10 ps,
incrementando la temperatura 10 K cada 0.1 ps; en cada ciclo los conformeros
obtenidos se minimizaron con mecanica molecular (MMFF94s) y se descartaron
aquellos cuya energia con respecto al minimo fue mayor a 3 kcal/mol. Por ultimo los
conféormeros obtenidos después de todos los ciclos de dinamica molecular fueron
comparados a través de sus medias cuadraticas, aquellos con una diferencia menor a
0.2 A se consideraron duplicados y se descartaron.***?

Es importante aclarar que los conféormeros pertenecientes a las estructuras
iniciales calculadas con DFT y reoptimizadas con mecanica molecular también se
utilizaron en el alineado molecular, tal como lo recomienda la literatura, por lo cual se
retuvieron en la base de datos de conférmeros final ain cuando no se encontrasen
dentro del rango energético establecido (0-3 kcal/mol). En la Figura 7 se resume la
metodologia seguida para el analisis conformacional.

i

50 Derivados > Optimizacion -> Optimizacion > Dinédmica molecular (10
tiazolicos (t) B3LYP/6-31g(d,p) MMFF94s ps, 1000 K)
Biblioteca final fic; | x 200 ciclos
Almacenar: E:g;gl:ﬁ Optimizacic
Alineado 1. tic; con RMS >0.2 A et . ptimizacion
molecular € 2. tic AE< 3 kcal/mol € " < MMFF94s
3.Estructuras iniciales t| ={icr....tc)

Figura 7. Metodologia para la generacién de la base de datos de conférmeros, donde t;
representa cada derivado tiazolico (i=1...50) y tc; se refiere a los conférmeros
generados después del calculo de dinamica molecular para cada derivado.

Una vez realizado el analisis conformacional con la metodologia planteada
anteriormente, el siguiente paso consistié en alinear los conférmeros, para lo cual se
procedid a seleccionar algun derivado tiazélico como plantilla de alineado. Se utilizaron
tres estrategias diferentes para localizar la plantilla de alineado adecuada. La primera
estrategia consistid6 en alinear las moléculas sobre los conforméros del derivado
tiazolico con la mejor actividad biolégica reportada (Bioactividad),***’ en la segunda
estrategia se aline6 utilizando como plantilla aquellos conférmeros que posean la
mayor cantidad de caracteristicas farmacoféricas (Farmacoforo) y para la tercera
aproximacion el alineado se realizé sobre todos los conférmeros eligiendo aquel que
presentd la mejor puntuaciéon de ajuste (Conformacional).**° En todos los casos el
alineado se llevd a cabo utilizando un algoritmo mixto de alineado rigido y
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sobreponiendo todos los conférmeros encontrados para cada derivado sobre la plantilla
escogida, para cada derivado solo se retuvo el conférmero que mejor se ajusto a la
plantilla; para determinar la calidad de la superposicion se utilizé un parametro de
ajuste el cual se calculd a través una funcion gaussiana simple (Ec 1) que genera un
parametro de puntuacién P adimensional, el cual mientras mayor sea indica un mejor
ajuste.’"*

xQsum .
P=¥"( 1-0+GO3A+QO(;3ifA Qi *e('ﬁosA*d'Sti))
= (1.0+Q7")

Ec.1

Donde 0oz, Gozas Bosa SON constantes, Q7™ y Q" es la suma y el valor absoluto de

la diferencia de cargas de los atomos en la plantilla y el conférmero que se alinea, dist
es la distancia entre los atomos en la plantilla y el conformero alineado.

El algoritmo de alineado empleado combina un método basado en los atomos
(LAMDA, Ligand Alignment based on linear Assignment en inglés)*®*® y un método
basado en el farmacéforo (PHARAO, Pharmacophore Alignment and Optimization en
inglés).* En la Figura 8 se presenta un resumen de la metodologia que se seguira
para el alineado de conférmeros.

Biblioteca final

g

50 Derivados
tiazdlicos (t)

—

ts ={t1C1 e .t1Cj}
t2={t201 e .tij}

ti ={tic1

dick

=

ticj

>

-—

Alineado mixto
(LAMDA/PHARAQ)

Plantilla

~

Voo

Bioactividad

Farmacoéforo

Conformacional

N

!

Alineado final

€

Mantener un tic;
por cada i

Figura 8. Procedimiento seguido para el alineado molecular.
Dado que este proceso se llevé a cabo con todos los conférmeros y utilizando

diferentes estrategias para la seleccion de la plantilla, se generaron varios grupos de
alineado. Para cada uno de estos grupos se desarrolld6 un modelo QSAR-3D y aquel
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que genero el mejor conjunto de parametros estadisticos se escogidé como el alineado
optimo

Seleccién de los grupos de entrenamiento y validacién

Previo a la generacion de los modelos QSAR-3D los derivados 2-amino-4-aril-
1,3-tiazdlicos se dividieron en dos grupos, de entrenamiento y de validacion, el primer
grupo sirvié para generar el modelo QSAR-3D y el segundo se utilizd para validar
externamente el modelo. Se eligieron tres grupos de validacién externa, cada uno
escogido de manera aleatoria 'y manteniendo una relacion @ 75:25
(entrenamiento:validacién) de moléculas. El primer grupo de validacion (G1) se
seleccioné manteniendo fuera de éste las dos moléculas mas activas y las dos menos
activas;*? el segundo grupo (G2) se tomé de un estudio previo de QSAR-2D?' en el
cual el mejor modelo fue generado con ésta combinacion de derivados, el tercer grupo
(G3) fue una combinacion de los dos anteriores.

Calculo de los campos estéricos y electrostaticos

Los grupos de alineado obtenidos previamente a través de las diversas
estrategias mencionadas se insertaron de manera individual dentro de una caja, cuyo
tamafio fue 5 A mayor al volumen de todas las moléculas en cada direccion, sobre ésta
caja se generd una malla en cuyos puntos se calcularon los campos de interaccién
molecular (MIF’s). Los MIF’s se calcularon utilizando un campo de fuerza estérico
basado en los parametros de Van der Waals implementados en Merck (MMFF94) y un
campo de fuerza electrostatico basado en un modelo de carga puntual.
Especificamente el campo estérico se calculd6 de acuerdo al potencial especial
amortiguado 14-7 implementado en el campo de fuerza MMFF94 (Ec. 2) entre n
moléculas y un atomo de carbono sp® (CHs*) de prueba, mientras que el campo
electrostatico se calcul6 a través de la sumatoria de las fuerzas coulombicas (Ec. 3)
entre una carga positiva de prueba (CHs") y los n atomos de una molécula.’***

7 7 4
1.07R;; 1.12R;; 1.07R;;
e ) i . i _ 1)
EVdW le»] {eu [((rij+0-07Rij> (r5+0-12Rij>> 2 (rij+0.07Rij> ]} Ec. 2

Donde:
gi=profundidad del pozo (kcal/mol) Ny N;=Numeros de electrones de valencia

Gjy Gj=Factores de escalamiento
a;, o;=polarizabilidad atomica de i o |

_ 18116G|GJG|GJ o1

8.._ —_—
J| (&>0.5 .\ (ﬂ>0.5 Ri6j
N N,
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ri=distancia interatémica entre el atomo i y el punto j de la malla (CH;")
Rj=energia minima de separacion (A) entre el atomo iy el punto j (CH3")

_ -12y2
R;j=0.5(Ri+R;[1+0.2(1- & )]
R=A<" y R=A%"

a;, a;=polarizabilidad atomica de i o j.
Ai, Aji=factor de escalamiento paraio j.
_RiR
ij_ Ri+Rj
Yj=media de la distancia entre el atomo iy el punto |

q;q;
Eoe= 22 [ 3] Ec. 3

Donde:

ri=distancia entre el atomo i y el punto j de la malla.
gi=carga del atomo i

gj=carga del atomo de prueba

Tratamiento de variables y regresion lineal

Los pasos para el tratamiento de variables fueron: a) hacer cero los valores de
la malla cercanos a cero, lo cual se logra estableciendo un valor limite de 0.05 para los
datos en la malla, b) eliminar aquellos valores que exceden el minimo y el maximo de
energia establecido (-30 a 30 kcal/mol),*' ¢) remover las variables cuya desviacion
estandar es menor a un valor establecido de 0.1 d) remover aquellas variables que
asumen unicamente n (n= 1,2,3,4) valores diferentes a través del grupo de datos y
cuya distribucion no es uniforme. Adicionalmente se realizé6 un escalamiento de las
variables y se realizd la separacion de las moléculas y sus variables en el grupo de
entrenamiento y validacion.

Una vez llevado a cabo el tratamiento de las variables, se realizé un ajuste
lineal entre la actividad biolégica (Y) y los valores de MIF’s en la matriz X del grupo de
entrenamiento, utilizando la metodologia de minimos cuadrados parciales (PLS, partial
least square). Este calculo permitié evaluar la capacidad del modelo para explicar la
varianza experimental del grupo de entrenamiento a través del coeficiente de
determinacion (R?). Para considerar un modelo adecuado se requiere obtener valores
de R? mayores a 0.7, de igual forma se calculd el parametro de Fisher utilizando un
valor critico de distribucion de Fisher de 5.06 con un indice de confianza de a=0.01.5>°°
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El siguiente paso consistié en validar de manera interna el modelo QSAR-3D,
para lo cual se calculé de nuevo el PLS, extrayendo un numero determinado de
componentes principales (CP), el numero 6ptimo de CP se escogié a través de la
validacion cruzada, la cual consiste en calcular modelos QSAR-3D para el grupo de
entrenamiento dejando una molécula fuera (LOO, leave-one-out por sus siglas en
inglés), dejando dos moléculas fuera (LTO, leave-two-out por sus siglas en inglés) y
con varias moléculas fuera (LMO, leave-many-out por sus siglas en inglés), para ésta
ultima estrategia de validacion se evaluaron 3, 5, y 10 grupos de moléculas con 20, 10
y 5 corridas de calculo respectivamente (L33%0O, L20%0, L10%0), utilizando como
parametros de determinacion el coeficiente de validacion cruzada (Q%.) y la desviacién
estandar de las predicciones internas del modelo (SDEP;y). El nimero de CP con el
valor mas grande de Q2% y mas pequefio de SDEP;, dentro de la validacion cruzada se
utilizé en la validacién externa.>>

Para el refinado de los modelos se utiliz6 la técnica de eliminacién de
variables uninformativas a través de minimos cuadrados parciales (UVE-PLS en
inglés)® y su variante, eliminacion iterativa de variables a través de minimos cuadrados
parciales (IVE-PLS en inglés).®"

Para la validaciéon externa se aplic6 el modelo PLS con el numero de
componentes Optimo y seguidamente se realizé un analisis predictivo para las
moléculas pertenecientes al grupo de validacion, el caracter predictivo del modelo se
evalu6 través de los coeficientes de determinacion externo (R%.) y la desviacion
estandar externa (SDEP,), un modelo predictivo es aquel que presenta una RZ%y
mayor a 0.6 y el SDEP¢, mas proximo a cero.

Por otro lado, para calcular la robustez de los modelos se utilizé la prueba de
aleatorizacion. La idea general es dividir la matriz de variables X (coeficientes
calculados) y Y (actividades biologicas) en grupos de tres moléculas y después
intercambiar las variables Y dentro de cada grupo para generar un nuevo modelo

QSAR-3D en cada permutacion; de éste analisis se generan una R, y una Q,2.%2

Eliminacién de moléculas con comportamiento atipico.

Se eliminaron las moléculas cuya diferencia entre la actividad predicha y la
actividad observada es dos veces mas grande a la desviacion estandar del modelo
generado.®*®°

Generacion de los mapas de coeficientes

Una vez obtenidos los modelos se analizaron los coeficientes con
contribuciones mas importantes de campo estérico y electrostatico a la actividad
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biolégica, para ello se graficaron contornos cuyo tamano esta determinado por el valor
de iso-superficie (isovalor). Las conclusiones obtenidas del analisis de iso-contornos se
utilizaron para la propuesta de nuevos analogos.

Prediccion del Cls, teérico para los nuevos analogos

Para los analogos propuestos se siguid la metodologia planteada con
anterioridad para la prediccion de actividad tedrica: se optimizaron con el funcional
B3LyP y la base 6-31G(d,p), seguidamente se llevé a cabo un analisis conformacional
con dinamica molecular para cada analogo y se alinearon de manera individual sobre
la plantilla perteneciente al mejor modelo QSAR-3D, reteniéndose Unicamente el
conférmero de cada analogo con la mejor puntuacién de ajuste. Por ultimo se
predijeron utilizando el mejor modelo QSAR-3D generado con anterioridad.
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RESULTADOS Y DISCUSION

El mejor modelo QSAR-3D se generdé a partir de una exhaustiva busqueda
conformacional, seguida del alineado de todos los derivados tiazoélicos utilizando tres
diferentes estrategias, por Uultimo se calcularon los potenciales estéricos y
electrostaticos para estos grupos de alineado, seleccionando el modelo que obtuvo el
mejor conjunto de parametros estadisticos. Un paso previo de mucho valor para la
construcciéon y consecuente validacion de los modelos QSAR-3D es la calibracién de
los codigos a emplear, de esta forma se garantiza el correcto funcionamiento de dichos
cbdigos y la veracidad de los resultados.

Calibracion de los cédigos

Para calibrar los programas se reprodujo el trabajo de Paolo y colaboradores®®
sobre un grupo de ligandos o3, nicotinicos, siguiéndose paso a paso la metodologia
reportada y empleando los cédigos Open3DALIGN*"*" y Open3DQSAR.*® En la Tabla
3 se presenta la comparacion entre los resultados obtenidos en esta tesis y los
reportados en el articulo de referencia.

Tabla 3. Calibracién de los cédigos Open3DALIGN y Open3DQSAR.

Parametros Referencia®® Valores
estadisticos obtenidos
R? 0.96 0.93
QLoo? 0.76 0.74
Rext? 0.89 0.87
SDEPext 0.33 0.37

De la tabla se observa que los resultados obtenidos en esta tesis son
ligeramente inferiores a los reportados en la literatura, una explicacién para estas
variaciones recae en el hecho de que en el estudio de referencia se utilizé para el
analisis una version anterior del cédigo (v. 2.24), la versién actualizada, utilizada en
esta tesis (v. 2.281), tiene modificaciones en el algoritmo para la seleccién y
eliminacion de variables, lo que mejora la calidad de los QSAR-3D pero produce un
cambio leve en los resultados de apenas 0.03 unidades. Es importante hacer notar que
no existe en la literatura un parametro para determinar la significancia de dicha
diferencia, sin embargo es notable que todos los datos se mantuvieron sobre el mismo
rango optimo de parametros estadisticos, ejemplo: R? por arriba de 0.9 y R%, por
arriba de 0.80.
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Busqueda de conféormeros bioactivos

Para cada molécula existe una cantidad de conférmeros estables
dependiendo de los grados de libertad de la misma (enlaces, angulos etc), los cuales
podrian ser o no formas biolégicamente activas de la misma molécula, sin embargo,
debido a que no se conoce la conformacién bioactiva de los derivados tiazoélicos
estudiados, es necesario incluir la mayor cantidad de éstos en el analisis previo a la
generacion de los modelos QSAR-3D.°"

El primer paso en la busqueda de los conférmeros bioactivos es la
optimizacion de los compuestos, para la cual existen varios métodos reportados, los
mas empleados son los de mecanica molecular y los de primeros principios, incluida la
Teoria del Funcional de la Densidad (DFT); en este analisis se empleé DFT con el
funcional B3LYP y la base 6-31g(d,p), ya que existen evidencias en la literatura® % de
que dicha metodologia permite generar mejores modelos QSAR-3D. Sin embargo para
corroborar este hecho, se optimizéd adicionalmente la configuracién inicial de cada
molécula usando métodos de mecanica molecular, especificamente el campo de fuerza
universal (UFF) implementado en Gaussian 09. Consecutivamente se llevé a cabo el
analisis conformacional de las moléculas ya optimizadas utilizando la metodologia
anteriormente expuesta.

Los resultados muestran que cuando la estructura inicial de las moléculas es
optimizada con B3LYP se obtiene una mayor poblacion de conférmeros a diferencia de
la optimizacion llevada a cabo con mecanica molecular, lo cual corrobora que una
optimizacién con métodos de primeros principios promueve un analisis conformacional
mas fino. De igual manera, a través de la ecuacion de Boltzman se calculé la poblacion
de conformeros localizada entre 0-3 kcal/mol para cada derivado tiazdlico
encontrandose que en dicho rango esta ubicada la mayor cantidad de conférmeros
para cada derivado (> 97%). En total se encontraron 193 conférmeros para todos los
derivados tiazolicos, que representan mas del 97% de la poblaciéon conformacional de
cada tiazol y dentro de los cuales es altamente probable que se encuentren las
conformaciones bioactivas.

Alineado molecular

Los modelos QSAR en tres dimensiones son muy sensibles a la manera en
que los conféormeros son alineados. En cada punto de la malla establecida sobre las
moléculas previamente alineadas se calcula la energia estérica y electrostatica
correspondiente a un atomo o conjunto de atomos especificos de cada molécula, por
tanto, para cada punto hay una energia correspondiente a cada una de las moléculas
alineadas, dichas energias son matematicamente equivalentes, sin embargo un buen
alineado garantiza que dichas energias representen las caracteristicas en comun entre
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los atomos de las moléculas, es decir, equivalencia quimica.®® Para alinear eficazmente
es necesario contar con una molécula de plantilla que posea la conformacion bioactiva
para interaccionar eficazmente en el sitio activo del blanco bioldgico de interés, tal
como se menciond con anterioridad no se conoce la conformacion bioactiva, por lo cual
se utilizaron tres estrategias, para escoger la mejor plantila de alineado, cada
estrategia recurrié a un criterio especifico para la seleccién de las plantillas, estos
fueron: a) Bioactividad, b) Farmacoforico, ¢) Conformacional.

Alineado sobre la molécula mas activa (Bioactividad).

Esta estrategia consistié en alinear todos los conférmeros sobre la molécula
con mejor actividad antigiardiasica reportada (6e, Cls=0.39 uM).?' En este caso se
utilizaron los conférmeros del derivado tiazdlico N-[5-bromo-4-(p-tolil)-tiazol-2-
illacetamida (6e) mas activo (Figura 9) numerados como 6e-1 y 6e-2, donde el nimero
uno después del cédigo 6e hace referencia al conformero de minima energia y el
numero dos al segundo conférmero, con una diferencia relativa entre ambos de 9.56
kcal/mol, esta diferencia se debe a que el conférmero 6e-1 corresponde al Unico
coénformero encontrado para la molécula 6e en el rango de 0-3 kcal/mol, mientras que
el conférmero 6e-2 se encuentra fuera de este rango energético y es el
correspondiente a la estructura inicial previamente optimizada con DFT y reoptimizada
con mecanica molecular, la cual se mantuvo dentro de la base de datos de
conférmeros como parte de la metodologia sugerida en la literatura.”' La diferencia mas
notoria entre ambos conformeros es debida a la rotacion del angulo diedro entre los
atomos 3, 4, 1’y 2, el cual tiene un valor de 0° para el conférmero 6e-1 y 30° para el
conférmero 6e-2.

o
r S H

B

6e

Figura 9. Conférmeros de la molécula mas activa (6e).

En la Figura 10 se presentan los grupos de alineado (A) obtenidos con ambos
conférmeros como plantillas. Para determinar el grado de ajuste de los conférmeros
alineados sobre las plantillas 6e-1 y 6e-2 se calculd el parametro de puntuacion P
obteniéndose: 6266 para A6e-1 y 6263.4 para A6e-2, lo cual indica un mejor ajuste de
los conférmeros alineados sobre 6e-1; tomando en consideracion la importancia del
alineado en la generacion de los modelos QSAR-3D, es probable que el mejor modelo
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se genere con el grupo A6e-1, sin embargo, al observar la Figura 10 se puede notar
que los grupos funcionales en la posicién dos del anillo tiazélico se encuentran mejor
alineados en A6e-2 que en Abe-1, esto se puede explicar debido a que la ecuacion
utilizada para calcular la puntuaciéon de ajuste (P) unicamente considera las cargas y
distancias entre los atomos etiquetados del mismo modo, esto quiere decir que solo
mide el ajuste del esqueleto principal de los tiazoles, por tanto, las partes de la
molécula con variaciones en cuanto a grupos funcionales pueden no estar
correctamente alineadas a pesar de que la puntuacién P indique lo contrario.

Figura 10. Alineado de los conformeros de los 50 derivados tiazolicos sobre los
conférmeros de 6e.

Alineado basado en los diversidad de los farmacoforos.

En esta metodologia se utilizaron como plantillas para alinear aquellas
moléculas que poseen la mayor variedad de caracteristicas farmacoféricas. Una forma
para encontrar los derivados que cumplen con dicha condicion y reducir el numero de
193 conférmeros presentes en la base de datos de conférmeros, es filtrando dichos
conféormeros de manera intra e intermolecular.

Se consideran como caracteristicas farmacoféricas o grupos funcionales
farmacoféricos los anillos aromaticos, atomos donadores y aceptores de hidrégeno
(como el oxigeno y el nitrégeno), las regiones lipofilicas y las regiones con carga
positiva o negativa presentes en una molécula, dichas caracteristicas son sefialadas
sobre cada conférmero (tic;) en forma de esferas farmacoféricas.*® El primer paso para
la busqueda de los conférmeros con mayor variedad de caracteristicas farmacoféricas
consiste de un filtrado intragrupo donde todos los conférmeros (tic;) se dividen en sus
respectivos grupos de tiazoles () y son comparados a pares, reteniéndose aquellos
que se encuentren por arriba del parametro de Tanimoto (nivel=0.7), lo que indica que
son duplicados de la misma molécula. ElI parametro de Tanimoto compara los
volumenes de traslape, de las esferas farmacoforicas, entre pares de conférmeros para
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el mismo tiazol y como regla general cuando dos moléculas tienen volumenes de
traslape similares son consideradas duplicados. De este analisis se retuvo un total de
87 conférmeros para los 50 derivados tiazolicos estudiados a partir de los 193 iniciales.

En el segundo paso se combinaron los 87 conférmeros (tic;) obtenidos en el
filtrado intragrupo a través de un filtrado intergrupos donde los conférmeros de todos
los tiazoles se acomodan de acuerdo al numero decreciente de grupos funcionales
farmacoféricos y se generan grupos de moléculas con caracteristicas parecidas,
seguidamente todos los conférmeros son comparados a pares y aquellos con un valor
mayor a 0.7 para el parametro de Tanimoto son consideradas duplicados y los que
tengan un valor mayor a 0.7 del parametro de Tversky son considerados como parte de
ese grupo o en su caso lideres de grupo. El parametro de Tversky mide la diversidad
de las moléculas al calcular la razén entre el volumen de traslape de un par de
conférmeros y el volumen de las esferas farmacoféricas de la molécula de referencia,
siendo aquella con mayor diversidad de caracteristicas farmacoféricas. Los
conférmeros con esferas farmacoféricas similares a las de la molécula de referencia y
donde el volumen de traslape es similar al volumen de la molécula con mayor
diversidad de grupos farmacoféricos obtendran parametros de Tversky mayores a 0.7 y
cercanos a uno, mientras que los conférmeros con esferas farmacoféricas diferentes a
la de referencia o con menor volumen de traslape tendran puntuaciones menores a 0.7
y se consideraran parte de otro grupo. Al final las moléculas que tengan la mayor
diversidad de caracteristicas farmacoféricas para todos los conférmeros seran
retenidas y las demas descartadas. Esta metodologia se encuentra implementada en el
codigo Open3DALIGN.*

En este analisis se obtuvieron un total de siete conférmeros dibujados en la
Figura 11, donde el numero resaltado en negritas que acompafa la etiqueta del
derivado tiazdlico indica el conférmero que se retuvo a partir de las conformaciones
inciales.
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Figura 11. Conférmeros con la mayor diversidad de grupos funcionales.

Es evidente la diversidad de estos conférmeros, por ejemplo: 3e-3 tiene un
grupo fenilo unido al carbonilo de la amida mientras que 4d-1 posee un furilo, 5¢c-1 es el
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unico que contiene dos atomos de bromo, uno en posicion cinco y otro en para del
fenilo en posicién cuatro, 4d-1 y 4d-2 poseen un grupo nitro en la posicidon para del
fenilo en posicién cuatro, mientras 3f-13 y 8f-1 poseen sendos grupos metoxilo.

Las estructuras 4d-1 y 4d-2 son conférmeros de la misma molécula, el
conférmero 4d-1 posee el furilo unido al carbonilo de la amida en trans, angulo diedro
entre los atomos 2, 1’, 2’, 3’ de 180°, mientras que el conformero 4d-2 tiene el mismo
grupo en cis y un angulo diedro entre los atomos 2, 1’, 2’, y 3’ de 30° podemos
suponer que este cambio conformacional es relevante debido a que no se traslapan
correctamente las esferas farmacoféricas correspondientes al grupo en posicién dos
del anillo tiazdlico, por consiguiente aun con las evaluaciones a pares los puntajes de
Tanimoto y Tversky mantienen a ambos conférmeros dentro del grupo de los mas
variados.

Por otro lado los derivados tiazélicos mas activos (6b y 6e), cuyo farmacéforo
conocido esta formado por una acetamida en posicidon dos y un bromo en posicion
cinco no se encuentran entre las mas diversas, esto es debido a que dichas
caracteristicas farmacoféricas se consideran como parte de los subgrupos generados,
es decir, estan consideradas a lo largo de los siete conférmeros obtenidos. Dado que
éste conjunto de conférmeros representa la mayor diversidad de grupos funcionales
farmacoféricos se utilizaron como plantilla para el alineado molecular basado en la
diversidad de farmacéforos, en la Figura 12 se presentan los conférmeros de los
derivados tiazdlicos alineados sobre las plantillas encontradas con ésta estrategia.

Las puntuaciones de ajuste obtenidas para cada grupo de alineado fueron:
A3e-3 (6419.73), A3f-13 (5771.45), A4d-1(6778.89), A4d-2 (6995.20), Ade-1(6092.26),
A5c-1(5053.27), A8f-1(6433.82). Se puede observar que el grado de ajuste varia
mucho entre los siete grupos de alineado, los grupos de alineado donde el ajuste no es
bueno y los grupos funcionales se encuentran mas dispersos presentan menores
puntuaciones como es el caso de A3f-13, Ade-1 y A5c-1.

Aunque esta estrategia ha sido utilizada con anterioridad por algunos grupos
de investigacién, se tienen reportes de que el alineado basado en la diversidad de los
farmacéforos no siempre es eficiente, ya que se obliga a los conférmeros a adoptar la
estructura de la plantilla, ocasionando que los grupos funcionales pertenecientes a las
diferentes esferas farmacoféricas, no logren ajustarse a ésta, la consecuencia directa
es la generacién de modelos QSAR-3D poco predictivos.*'*
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Figura 12. Alineado de los conféormeros de los 50 derivados tiazdlicos sobre las
plantillas con mayor diversidad farmacoférica.
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Alineado basado en multiples conférmeros.

Una estrategia recientemente implementada debido al avance en los codigos de
alineado, es el caso del Open3DALIGN, consiste en utilizar todos los conférmeros de la
base de datos como plantillas y escoger el o los grupos de alineado que presenten el
mejor grado de ajuste. A partir de esta aproximacion se obtuvieron un total de 193
grupos de alineado, una manera de disminuir esta cantidad de grupos es a traves de
las funciones de puntuacién previamente mencionadas. Tomando esto en
consideracién se seleccioné el grupo de alineado A8d-5 (Figura 13), el cual generé la
mejor puntuacion (P=7123.94) de un total de 193 grupos de alineado.

ys

Qo R
2,2 XA

8d Conférmero Alineado

Figura 13. Estructura del conférmero 8d-5 y el alineado A8d-5.

En la Tabla 4 se presenta la comparacion de las puntuaciones de ajuste
obtenidas para cada uno de los grupos de alineado generados con las tres estrategias
y criterios mencionados con anterioridad.

Tabla 4. Puntuaciones de alineado ordenadas de acuerdo a la estrategia utilizada y en
orden creciente.

Criterio Grupo Puntuacién

1.Bioactividad Abe-2 6263.4
Abe-1 6266

2.Farmacoférico A5c-1 5053.27

A3f-13 5771.45
Ade-1 6092.26
A3e-3 6419.73
A8f-1 6433.82
A4d-1 6778.89
Add-2 6995.20
3.Conformacional A8d-5 7123.94

De acuerdo con los resultados de la Tabla 4 el mejor alineado es el
correspondiente al grupo A8d-5, obtenido de la estrategia de alineado con multi-
conférmeros y seguido por el grupo A4d-2, perteneciente al alineado farmacoférico, por
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lo cual hay una buena posibilidad de que uno de los mejores modelos QSAR-3D se
genere a partir de estas plantillas. La diferencia estructural entre los conférmeros 8d-5
y 4d-2 consiste en la presencia del atomo de bromo en la posicion cinco del anillo
tiazolico en el primero y su ausencia en el segundo, de igual manera, el conférmero
cinco y el conférmero dos son los conférmeros mas energéticos obtenidos para 8d y 4d
respectivamente, las energias de ambos conférmeros se encuentran fuera del rango de
0-3 kcal/mol asignado en la metodologia para los conférmeros analizados; esta
situacion observada en ambos conformeros se debe a que pertenecen a las
estructuras que fueron inicialmente optimizadas con DFT y reoptimizadas con
mecanica molecular’’ y que se mantuvieron dentro de la biblioteca de compuestos, a
pesar de no cumplir el criterio energético, como parte de la metodologia recomendada
por la literatura. Por el contrario los conférmeros 4d-1, 8f-1, 6e-1, 3f-13 y 5c-1, si se
encuentran dentro del rango energético de 0-3 kcal/mol. Partiendo de los grupos
alineados presentados en la Tabla 4 se llevd a cabo la generacion de los modelos
QSAR-3D.

Seleccioén de grupos de validacion

Para la validacion externa de los modelos QSAR-3D se requiere remover una
parte de las moléculas de entrenamiento y generar un grupo de validacién, por lo cual
antes de comenzar a generar los modelos es necesario definir el grupo de validacion.

En la Tabla 5 se encuentran sefialados los tres grupos de validacion, el grupo
uno (G1) se generé manteniendo las moléculas mas y menos activas dentro del grupo
de entrenamiento, las moléculas del grupo dos (G2) son las mismas utilizadas para el
QSAR-2D y el grupo 3 (G3) se escogi6 al azar; en la Figura 14 se presenta un grafico
con las distribuciones de los pClsy en los grupo de validacion uno, dos y tres con
respecto al total.
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Tabla 5. Grupos de validacién seleccionados para los modelos QSAR-3D.

D. Clo(uM) G1 G2 G3 D. Clp(uM) G1 G2 G3
1a 108.26 X 5a 59.97 X
1b 29.29 X X 5b 23.21 X
1c 16.97 X 5¢ 11.05 X
1 35.75 54 27.82 X
1e 20.29 X 5e 40.42

1f 98.61 X X  6a 1.95 X

1g 45.88 6b 0.87

2a 50.76 X X 6c 9.31 X

2b 142.13 6d 9.03

2 96.21 X 6e 0.39 X
2d 9.72 6f 2.51

2e 39.39 7a 36.80 X

2% 30.77 7b 11.61 X

3a 44.12 7c 29.05 X X
3b 119.79 7d 25.16

3¢ 78.42 X 7e 16.70 X
3d 22.13 X 7f 9.97

3e 56.77 X 8a 8.68

3f 8.70 8b 58.83

4a 16.50 8¢ 42.23 X
4b 43.64 X X 8d 7.20 X X
4c 38.09 X 8 31.30

4d 42.78 X 8f 1,66 X X
de 17.09 9 56.28 X

4 19.41 10 2.90 X X

D- Compuesto, Clsp-Concentracion minima inhibitoria, G1-grupo de validacion uno, G2-grupo de

validacion dos, G3-grupo de validacion tres.

En la Figura 14 se puede observar la distribucion de las actividades bioldgicas
en pCls (log 1/Clsg) de todos los tiazoles comparada con la distribucion en los grupos
de validacién, en general se observa que los tiazoles poseen actividades con una
distribucién normal y que la mayoria de las moleculas se encuentran dentro del rango
de 4.0 a 6.0. En el caso del grupo de validacion 1 y 3 se omitieron las actividades
dentro del rango 3.0-4.0 y 6.0-7.0 ya que la estrategia de seleccion consistio en
mantener fuera de éste las dos moléculas mas activas y las dos menos activas. Por
otro lado el G2 presenta una distribucién normal, con moléculas de todos los rangos de

PClso.
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Figura 14. Distribucion de los pClsg en los grupos de validacion.
Modelos QSAR-3D obtenidos.

La generacion de los modelos QSAR-3D se llevé a cabo utilizando los 10
grupos de alineado y los tres grupos de validacion externa generados al azar, por tanto
se obtuvieron 30 modelos QSAR-3D. Para la generacién de los 30 modelos se
calcularon las variables respectivas de energia estérica y electrostatica, en la Figura
15 se puede observar que dichas variables, calculadas para cada punto de la malla y
para cada molécula, se acomodan formando una matriz X, donde Y hace referencia al
logaritmo de la actividad biolégica conocida (pClso).
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Atomo de prueba

Y Matriz X
T Vi Vo Via Vi, = E, En — Eym
To | Var Vi Vo —Vy, By Ep Eyny — By
& LT
- To | Va4 Vo Vg — V., Ey E» Es -—E,
e N 117
T {7
SN NN
T

T: pCI50 de cada uno de los tiazoles; V: potencial estérico calculado;
n

E: potencial electrostatico; n: enésimo tiazol; m: enésimo punto del
grid.

Figura 15. Esquema representativo del calculo de potenciales en un QSAR-3D.

En la Tabla 6 se presentan los modelos QSAR-3D obtenidos para todos los
grupos de alineacién calculados con cada uno de los grupos de validacién. Para elegir
el mejor modelo QSAR-3D generado se analizaron los paramétros estadisticos
obtenidos.

En el apartado de parametros estadisticos estan el coeficiente de determinacion
(R? que para un buen modelo debe ser mayor a 0.7, la F de Fisher, estadistico muy
utilizado para evaluar la significancia del modelo y que debe ser mayor o igual a 5.06
con un indice de confianza de a=0.01; valores grandes de F aumentan la confianza en
el caracter predictivo del mismo, ya que es un indicativo del ajuste de una ecuacién
lineal con el grupo de entrenamiento y los parametros de validacion interna, que deben
ser mayores a 0.5 unidades e indican la capacidad del modelo para predecir las
moléculas que forman parte del grupo de entrenamiento asi como la robustez del
mismo. Seguidamente se encuentra el coeficiente de prediccion externa (Rex) el cual
para considerar un modelo predictivo debe ser mayor a 0.6 y la desviacién estandar
externa (SDEP.y) lo mas cercana a cero.>*®?

La diferencia entre R?y R se utiliza para evaluar si el modelo esta o no
sobreestimado (overfitting en inglés), lo cual quiere decir que solo tiene la capacidad de
predecir las moléculas pertenecientes al grupo de entrenamiento y no puede predecir
adecuadamente las externas, esta diferencia debe ser cercana a cero. Por ultimo se
evalUa la robustez con Q.7 este parametro debe ser menor a la Q o0, es decir menor
a 0.5 y mientras mas pequefio mejor, ya que esto indica que el modelo no fue
generado por casualidad y que se trata de un modelo robusto.**®
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Los modelos 1, 7, 17, 25 y 28 presentaron valores de Re’ mayores a 0.6, sin
embargo, los coeficientes de validaciéon cruzada de los primeros cuatro (Qrssyo’,
QLzo%oz) estan por debajo de 0.5, por lo cual el unico modelo que cumple con los
limites sefialados para los parametros estadisticos es el modelo 28. En el caso del
modelo 1, éste se cred a partir del grupo de alineado A6e-2, el cual tienen una
puntuacién de ajuste tres puntos menor a la del A6e-1, esto nos indica que la
puntuacion de ajuste no siempre generara el mejor modelo QSAR-3D, sin embargo los
modelos 25 y 28 presentaron el mayor poder predictivo de entre los 30 modelos QSAR-
3D calculados con Re’ de 0.84 y 0.78 respectivamente, dichos modelos se obtuvieron
a partir de los grupos de alineado A4d-2 y A8d-5 los cuales presentaron la segunda y
primera mejor puntuacion de ajuste (P); por lo cual se puede concluir que para los
tiazoles estudiados se cumple que a mejor puntuacién de ajuste mayor predictividad
del modelo QSAR-3D.*'
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Tabla 6. Modelos QSAR 3D generados para todos los grupos de alineado.

# Grupo #CP #MA. G Parametos estadisticos

Alineacion R? F Quoo? SDEPit Quro® Quiwo®? Quao%o? Quiowo? Rex? SDEPext R%Rex®  Qa?  SEa

Bioactividad
1 Abe-2 6 6 1 0.76 14 0.55 0.38 0.54 0.45 0.48 0.52 0.71 0.30 0.05 028 049
2 Abe-2 7 4 2 0.77 12 053 0.34 0.51 0.17 0.40 0.49 0.53 0.49 0.24 017 045
3 Abe-2 6 5 3 0.82 21 0.63 0.36 0.62 0.55 0.61 0.60 0.41 0.37 0.41 045 044
4 Abe-1 4 5 1 0.76 22 056 0.38 0.56 0.52 0.57 0.56 0.58 0.34 0.18 043 044
5 Abe-1 3 4 2 0.71 24 049 0.35 0.48 0.41 043 0.47 0.37 0.55 0.34 036  0.39
6 Abe-1 4 5 3 0.73 20 0.52 0.39 0.53 0.48 0.52 0.51 0.03 0.35 0.69 033 047
Farmacoforos

7 Abc-1 4 5 1 0.81 32 053 0.38 0.52 0.45 0.49 0.50 0.65 0.28 0.16 026 047
8 A5c-1 8 4 2 0.83 15 054 0.33 0.53 0.34 0.44 0.49 0.59 0.44 0.24 013 044
9 A5c-1 3 3 3 0.76 35  0.61 0.36 0.60 0.55 0.59 0.60 0.52 0.34 0.24 048  0.41
10 A3f-13 7 3 1 0.91 38 0.63 0.33 0.62 0.46 0.55 0.62 -0.33 0.58 1.24 023 048
1 A3f-13 8 0 2 0.85 20 063 0.29 0.62 0.42 0.52 0.57 0.45 0.53 0.40 043 036
12 A3f-13 6 1 3 0.82 24 053 0.39 0.53 0.45 0.49 0.53 -0.36 0.56 1.18 035 046
13 Ade-1 7 3 1 0.77 14 052 0.39 0.51 0.36 0.44 0.53 0.55 0.34 0.22 026 048
14 Ade-1 6 3 2 0.79 19  0.56 0.31 0.55 0.37 0.52 0.56 0.53 0.44 0.26 045 035
15 Ade-1 2 1 3 047 16  0.28 0.48 0.28 0.21 0.25 0.27 -0.15 0.39 0.62 020 0.50
16 A3e-3 5 6 1 0.84 27 0.65 0.32 0.65 0.57 0.62 0.65 0.45 0.39 0.39 0.51 0.39
17 A3e-3 2 5 2 0.66 29 0.53 0.33 0.53 0.47 0.52 0.52 0.62 0.41 0.04 042 034
18 A3e-3 7 5 3 0.81 17 0.61 0.36 0.61 042 0.59 0.60 0.79 0.22 0.01 0.41 0.44
19 A8f-1 7 5 1 0.79 14 045 0.43 0.42 0.14 0.27 0.35 0.48 0.37 0.31 019  0.52
20 A8f-1 3 3 2 0.56 13 0.29 0.41 0.29 0.22 0.25 0.29 0.36 0.57 0.20 014 045
21 A8f-1 4 5 3 0.72 20 0.56 0.38 0.56 0.49 0.54 0.55 0.30 042 042 047 042
22 Add-1 7 1 1 0.61 6 0.15 0.51 0.11 -0.57 -0.32 -0.072  0.61 0.33 0 -0.30  0.64
23 Add-1 3 3 2 0.68 22 037 0.40 0.36 0.26 0.35 0.36 0.37 0.53 0.31 033 042
24 Add-1 4 5 3 0.75 25 043 0.43 0.42 0.23 0.36 0.39 0.05 0.36 0.70 028 048
25 Add-2 8 6 1 0.85 18  0.60 0.36 0.59 0.41 0.53 0.56 0.78 0.27 0.07 0.11 0.54
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# Grupo #CP #MA. G Parametos estadisticos

alineacion R2 F Quoo? SDEPit Quro® Quiwo®? Quao%o? Quiowo? Rex? SDEPext R%Rex®  Qa?  SEa
26 A4d-2 6 8 2 0.86 25 0.72 0.26 0.71 043 0.68 0.68 0.13 0.6 0.73 0.41 0.38
27 Add-2 6 5 3 0.85 26 0.68 0.32 0.67 0.52 0.64 066  -1.59 0.58 2.44 0.41 0.44

Conformacional

28 A8d-5 6 5 1 0.83 23 0.60 0.36 0.59 0.53 0.56 0.59 0.84 0.22 -0.01 0.34  0.46
29 A8d-5 6 4 2 0.81 19 052 0.32 0.51 0.34 0.42 0.46 0.40 0.56 0.41 0.27  0.40
30 A8d-5 7 5 3 0.82 17 0.64 0.34 0.64 0.56 0.61 0.62 0.09 0.46 0.73 0.34  0.46

R*:.coeficiente de determinacion, F: estadistico de Fisher, Q. 00°, QLro” : Coeficientes de validacion cruzada con una y dos moléculas fuera,
SDEP;,: desviacion estandar para la validacion interna, Quasuo’, Quzouo’, Quiowo’: Coeficientes de validacion cruzada con 33, 30 y 10% de
moléculas fuera, Rey’:coeficiente de validacion externa, SDEPe:Desviacion estandar para la validacion externa, Q. :Coeficiente de

aleatorizacion, SE,: Desviacion estandar de aleatorizacion.
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Deteccion de moléculas atipicas

Uno de los factores que afecta la estabilidad de los modelos QSAR-3D es la
presencia de moléculas atipicas, la cuales deben ser detectadas y analizadas con
mucho cuidado para determinar su relevancia dentro del modelo. En general las
moléculas atipicas hacen referencia a valores extremos de actividad bioldgica (cliffs en
inglés) ya sea valores muy grandes o muy pequefios dentro de un grupo de
compuestos similares, por lo cual son puntos donde la hipétesis inicial del QSAR que
dice “Compuestos similares tienen propiedades similares” no se cumple.®*°

Como se mencioné anteriormente, el modelo 28 presentd la mayor consistencia
en todo su conjunto de parametros estadisticos y ademas es el que se formd a partir
del grupo de alineado con la mayor puntuacion de ajuste y el grupo de validacién uno
(G1), obteniendo una Q.* < QLoo® por lo cual se trata de un modelo robusto y estable;
de este modelo se extrajeron cinco moléculas que cumplen con el criterio de
comportamiento atipico: 2d, 3a, 3d, 6¢ y 7b, sin embargo, se observo que 3a, 3dy 7b
no se alinean a la plantilla 8d-5 (Figura 16). Tomando esto en consideracion se
procedié a realizar un analisis conformacional mas riguroso utilizando un mayor
numero de procesadores para el calculo de QMD y se encontraron conférmeros de las
moléculas 3a, 3d y 7b que si se alinean a la plantilla correspondiente; como resultado
de este analisis se generé un grupo de alineado A8d-5* y a partir de éste se calcul6 un
segundo modelo al cual se le etiqueté como modelo 31, este modelo es 0.01 unidades
mas predictivo que el modelo 28, por lo tanto es el mejor modelo QSAR-3D generado
para los derivados tiazodlicos estudiados. Los modelos 28 y 31 se presentan en la Tabla
7.

En el modelo 31 se encontraron cuatro moléculas con comportamiento atipico,
es decir una menos que en el modelo 28, las moléculas con comportamiento atipico
encontradas son 1f, 2d, 3d, 6¢, es decir que en el nuevo modelo los derivados 3ay 7b
ya no presentan comportamiento atipico, sin embargo la molécula 3d sigue contandose
entre las moléculas con comportamiento atipico a pesar de haberse alineado mejor a la
plantilla 8d-5.

En la Tabla 8 se encuentran todos los derivados de tiazol del grupo inicial con
sus respectivos valores de actividad antigiardiasica (Clsp); en esta tabla se observa que
los derivados tiazodlicos se encuentra clasificados originalmente en familias, las cuales
se diferencian en la presencia de un grupo funcional en para del fenilo en posicion
cuatro del anillo tiazdlico.
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Figura 16. Moléculas con comportamiento atipico del modelo 28.
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Tabla 7. Modelo original y refinado para los 2-amino-4-aril-1,3-tiazélicos.

# Grupo #CP #MA. G Parametos estadisticos

Alineacion R? F Quoo> SDEPit Quro? Qusswo? Quaowo?  Quiowo? Rex* SDEPext RZRex?>  Qa?  SEa
28 A8d-5 6 5 1 0.83 23 0.60 0.36 0.59 0.53 0.56 0.59 0.84 0.22 -0.01 0.34 0.46
31 A8d-5* 6 4 1 0.83 23 0.60 0.36 0.59 0.50 0.57 0.60 0.85 0.20 -0.02 0.32 0.46

*Grupo de alineado obtenido con nuevos conférmeros de 3a y 7b.
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Tabla 8. Derivados tiazoélicos estudiados clasificados por familias.

R1
1
< >_<“\YN“
R, \ 3
R3

D. R1 Rz R3 C|5o (|.IM) D. R1 Rz R3 C|5o ([,IM)
Familia 1 Familia 5
1a H H H 108.26 5a H H Br 59.97
1b H Cl H 29.29 5b H Cl Br 23.21
1c H Br H 16.97 5¢c H Br Br 11.05
1d H NO; H 35.75 5d H NO, Br 27.82
1e H Me H 20.29 5e H Me Br 4042
1f+2 H OMe H 98.61 Familia 6
1g H OH H 45.88 6a Ac H Br 1.95
Familia 2 6b Ac Cl Br 0.87
2a Ac H H 50.76 6c*12 Ac Br Br 9.31
2b Ac Cl H 14213 6d Ac NO, Br 9.03
2¢c Ac Br H 96.21 6e Ac Me  Br 0.39
2d*12 Ac NO; H 9.72 6f Ac OMe Br 2.51
2e Ac Me H 39.39 Familia 7
2f Ac OMe H 30.77 7a Bz H Br 36.80
Familia 3 7b*! Bz Cl Br 11.61
3a*! Bz H H 4412 7c Bz Br Br 29.05
3b Bz Cl H 119.79 7d Bz NO, Br 16.70
3c Bz Br H 78.42 Te Bz Me  Br 25.16
3d*1.2 Bz NO; H 2213 7f Bz OMe Br 9.97
3e Bz Me H 56.77 Familia 8
3f Bz OMe H 8.70 8a Furoil H Br 8.68
Familia 4 8b Furoil Cl Br 58.83
4a Furoil H H 16.50 8c Furoil Br Br 42.23
4b Furoil Cl H 43.64 8d Furol  NO, Br 7.20
4c Furoil Br H 38.09 8e Furoil Me  Br 31.30
4d Furoil NO; H 42.78 8f Furoili OMe Br 1.66
de Furoil Me H 17.09 Derivados 9y 10
4f Furoil OMe H 19.41 9 Ac OAc Br 56.28
10 Ac OAc Br 2.90

D-Derivados, *Moléculas con comportamiento atipico en el modelo 28 (1) y en el modelo 31(2).

Los derivados 2d, 3d y 6¢ presentaron valores atipicos tanto en el modelo 28
como en el 31, en el caso del derivado 2d su actividad (9.72 uM) es atipica ya que se
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pCl;, teérico

encuentra por debajo del rango de la familia 2 (30.77-142.12 uM) por lo cual se
considera un valor extremo (cliff, en inglés); algo similar ocurre en el caso de 6¢ (9.31
pUM) donde el rango es de 0.39 a 9.03 pM; por otro lado el comportamiento atipico de la
molécula 3d no es tan evidente pues presenta un Clsy de 22.13 yM que esta en el
rango de la familia 3 (119.79-8.70 pM), lo que nos dice que probablemente no sigue el
mismo mecanismo de accién que los demas derivados.®*°

Anadlisis del mejor modelo de QSAR-3D generado.

De acuerdo con los resultados estadisticos (R2=0.83) se puede esperar que la
distribucion de los datos sea cercana a la forma y=x, lo cual se observa en la Figura 17
donde se graficé la actividad experimental contra la tedrica obtenidas del modelo 31,
este grafico indica que hay un buen balance en términos de la capacidad predictiva del
modelo. También se observa que la distribucion del grupo de validacién con respecto al
de entrenamiento es homogénea y las moléculas con comportamiento atipico
encontradas, sefialadas con circulos blancos, se encuentran fuera de la tendencia
lineal del modelo.
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Figura 17. Grafico de la correlacion entre actividades predichas y experimentales.
En la Figura 18 se presenta el grafico de residuales (pClso experimental menos

tedrico) para cada uno de los 46 derivados tiazélicos analizados, sin contar las
moléculas atipicas; los residuales se interpretan como la varianza no explicada por el
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Residuales
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modelo lineal y se consideran el error de prediccion, los residuales estan formados por
dos componentes: error al azar y el error sistematico. Los errores al azar puede
medirse facilmente con parametros estadisticos a través de la validacion del modelo,
sin embargo los errores sistematicos no son faciles de determinar. Cuando un modelo
presenta errores sistematicos la distribucion de residuales alrededor del cero presenta
un patron determinado, por el contrario cuando los errores se distribuyen al azar y la
media de los errores de prediccion (residuales) es cercana a cero se puede decir que
no hay presencia de error sistematico.®®"

En el caso de los datos analizados es posible observar que los residuales se
encuentran distribuidos de manera aleatoria (Figura 18) y que las moléculas
pertenecientes al grupo de validacion presentan un comportamiento similar al del grupo
de entrenamiento. En la zona de pClsy entre 5.7 y 6.5 perteneciente a las moléculas
mas activas cuyos residuales van de 0.25 a 0.3 aproximadamente, se observa un
patron casi linear, es decir que en esta regién el modelo predice errores similares para
las moléculas mas activas, esto podria ser indicativo de un error sistematico en la
medicién de las actividades biolégicas in vitro de los derivados tiazélicos. Al medir la
media de error se observa que es de -0.006, muy cercana a cero, por lo cual a pesar
de observar la presencia de un patron entre 5.7 y 6.5 es probable que se trate de una
casualidad.
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Figura 18. Grafico de los residuales para el mejor modelo QSAR-3D generado.
En la Tabla 9 se presentan todos lo derivados tiazdlicos incluidas las moléculas

con comportamiento atipico y sus residuales. Los rangos de residuales van de -0.50 a
0.41, tomando en consideracion unicamentelas moléculas con las que se genero el
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modelo en total 21 derivados presentan residuales negativos y 25 derivados presentan
residuales positivos, de los cuales seis compuestos tienen residuales mayores a 0.4 y
menores de -0.4. La media de los residuales fue de -0.006, como se menciono
anteriormente, y la media de errores para la prediccion del grupo de validacion fue de -
0.029, ambos cercanos a cero. Tomando en consideracion trabajos previos de QSAR-
3D’ los valores de residuales obtenidos se encuentran en el rango de un modelo
predictivo.

Tabla 9. Residuales obtenidas de las predicciones con el mejor modelo QSAR-3D
D. pClso pClso residuales D. pClsy, pClso  residuales

Exp. tedrico Exp. tedrico
1a 3.97 4.45 -0.48 5a 422 444 -0.22
b 4.53 4.38 0.15 50 463 449 0.15
1cv 477 443 0.34 5c 496 454 0.41
1d 4.45 4.31 0.14 5d 456  4.51 0.04
1e 4.69 4.62 0.07 5¢ 439 470 -0.30
1 4.01 5.21 -1.21 6a* 5.71 5.99 -0.28
19 4.34 4.24 0.10 6b  6.06 5.81 0.25
2av 4.29 4.22 0.07 6c*v  5.03 5.87 -0.84
2b 3.85 4.00 -0.15 6d  5.04 5.55 -0.51
2c 4.02 3.88 0.14 6e  6.41 6.16 0.25
2d*  5.01 3.71 1.30 6f  5.60 5.72 -0.12
2e 4.41 4.22 0.18 7a" 443 451 -0.08
2f 4.51 4.40 0.1 7bv 494 5.06 -0.12
3a 4.36 4.42 -0.06 7c 454 448 0.06
3b 3.92 3.89 0.03 7d 478 484 -0.06
3 4N 3.98 0.13 7e 460 453 0.07
3d™  4.66 4.15 0.50 7f 500 493 0.07
3ev 425 4.29 -0.04 8a 506  4.81 0.25
3f 5.06 4.97 0.09 8b 423 465 -0.42
4a 4.78 4.55 0.23 8c 437 466 -0.29
4bv  4.36 4.45 -0.09 8d 514 473 0.41
4c 4.42 4.51 -0.09 8¢ 450 473 -0.23
4d 4.38 4.42 -0.04 8f 578 5.58 0.20
4e 4.77 4.59 0.17 9 425 432 -0.07
4f 4.71 5.12 -0.41 10v 554 5.91 -0.37

pClse= log (1/Clso), *moléculas atipicas, 'grupo de validacion

De igual forma se analiz6 la similitud entre los pClsgin vitro y tedricos utilizando
la Figura 19 desde esta perspectiva es posible observar la capacidad predictiva del
modelo por familia, por ejemplo: se puede observar que en la regién de la familia 4, la
cual posee furamida en posicién dos e hidrégeno en posicién cinco del anillo tiazélico y
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6.5

3.5

la familia 8, la cual a diferencia de la familia 4 posee un atomo de bromo en posicién
cinco, los residuales para algunas moléculas estan por arriba de 0.4 esto pasa
especificamente en el caso de los derivados 4f, 8b y 8d, mientras que el resto de los
derivados pertenecientes a estas familias presentan errores entre 0.09 y 0.29, esto
sugiere la presencia de error sistematico debido a las mediciones de las actividades in
vitro.

Compuesto
—O—plC50 experimental plIC50 tedrico

Figura 19. Grafico de la relacion entre la actividad predicha y la actividad experimental
de los derivados tiazodlicos clasificados por familias(F). Donde R puede ser a-H, b-Cl, c-
Br, d-NO,, e-CH3, -OCH;3; 0 g-OH y R, puede ser 9-H o 10-Br.

En la familia 6 se encuentran las moléculas con mayor actividad antigiardidsica
éstas presentan en su estructura un grupo acetamida en posicion dos, un atomo de
bromo en posicién cinco y en para del fenilo en posicion cuatro presentan diferentes
grupos funcionales, en el caso del analogo 6d, el cual posee en para del fenilo en
posicion cuatro un grupo nitro, se observo un error de -0.51 con respecto al valor
experimental de actividad antigiardidsica, esto es interesante ya que la mayoria de los
derivados pertenecientes a la familia 6 presentaron errores menores a 0.3.

Las variaciones encontradas tienen sentido al analizar los valores de Clsg

experimental en los analogos de la familia 6; para los derivados 6a, 6b, 6¢, 6d, 6e y 6f
se reportan®' Clso de 1.95, 0.87, 9.31, 9.03, 0.39 y 2.51 uM, el analogo 6c¢ tiene el
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mayor Clso experimental y presentd comportamiento atipico en la construccion del
modelo QSAR-3D por lo cual se retird del grupo de entrenamiento, el siguiente analogo
con mayor Clsy experimental es el derivado 6d con actividad in vitro de 9.03 uM sin
embargo el rango de actividad reportada para los analgos 6a, 6b, 6e y 6f es de 0.39 a
2.51 uM, es decir que el derivado 6d se sale del rango de actividad presentada por la
familia a la que pertenece, de manera similar a lo ocurrido con el analogo 6¢; tomando
en consideracion que los derivados 6¢ y 6d poseen en posicion para del grupo fenilo
grupos electrosustractores fuertes (Br, NO,) y los demas derivados de la familia
presentan grupos electrosustractores débiles o electrodonadores (H, Cl, CH;, OCHgs,
OH), el valor de residual de 6d (-0.51) y el comportamiento atipico de 6¢ puede
deberse a que la informacion comprendida dentro del modelo es insuficiente para
predecir dichas variaciones debido al error sistematico presente en las mediciones de
las actividades in vitro o a la falta de diversidad estructural en los derivados utilizados
en el QSAR-3D.

En la Figura 19 los compuestos mas y menos activos, sefialados con circulos
rojos, tienen residuales dentro del rango de +£0.25, lo que nos dice que el modelo tienen
una capacidad predictiva satisfactoria tanto para las moléculas mas activas como para
las menos activas y que esta bien balanceado.

Mapas de coeficientes del modelo QSAR-3D.

De acuerdo con los mapas de contornos graficados en la Figura 20 se puede
observar que la mayor contribucion a la actividad antigiardiasica es debida al potencial
estérico, ya que éste representa un 86 % de la contribucién a la actividad
antigiardiasica, mientras que el potencial electrostatico solo representa el 14%, estos
resultados coinciden con lo obtenido previamente en el QSAR 2D realizado por Mocello
y colaboradores?' sobre los derivados 2-amino-4-aril-1,3-tiazélicos donde la distribucion
tridimensional de los atomos fue el descriptor con mayor contribucion a la actividad
antigiardiasica.

En los mapas de contorno para el potencial estérico se observa que la posicion
dos esta fuertemente influenciada por grupos voluminosos, el contorno color verde en
la Figura 20-b se encuentra sobre todos los grupos presentes en la posicion dos de las
moléculas utilizadas para generar el QSAR-3D, cabe recalcar que en dicha posicién se
encuentran cuatro sustituyentes diferentes: amino, acetamida, benzamida y furamida,
dado que el QSAR-3D se generé con esta informacion lo que los mapas de contorno
color verde sugieren es que grupos “voluminosos” aproximadamente del tamafio y
largo de un grupo benzamida, el cual es el grupo mas voluminoso de los cuatro
mencionados, podrian potenciar la actividad antigiardiasica.
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De igual forma se observa un contorno color verde sobre los grupos en para del
fenilo de la posicién cuatro, de manera analoga a lo analizado para la posicién dos, en
la posicion cuatro de los derivados tiazolicos pertenecientes al grupo de entrenamiento
hay ocho sustituyentes diferentes: hidrégeno, cloro, bromo, nitro, metilo, metoxilo,
hidroxilo y acetato, dado que el grupo acetato es el grupo funcional con mayor
volumen, la presencia de un contorno verde indica que se prefieren grupos
voluminosos en dicha posicion teniendo como limite el tamafio de un grupo acetato.

En cuanto a los mapas de potencial electrostatico, a pesar de contribuir menos
que el potencial estérico, lo primero que se observa en el diagrama de la Figura 20-a
es que los contornos rojos y azules en la posicién dos del anillo tiazdlico indican que la
presencia de un grupo cargado eléctricamente que también sea aceptor de protones y
un grupo cargado electropositivamente y dador de protones, como en el caso del grupo
carbonilo y el grupo amino, son necesarios para una buena actividad antigiardiasica, en
otras palabras, la presencia de grupos amida en posicion dos potenciara la actividad
antigiardiasica de los derivados tiazdlicos.

Por otro lado los contornos rojos sobre el fenilo en posicién cuatro indican que
el caracter electronegativo sobre dicho sustituyente modificara positivamente la
actividad bioldgica y que para ello es necesario grupos electrodonadores en para,
sefalados por contornos azules, los cuales activen el grupo aromatico (fenilo). Por
ultimo grupos eléctricamente cargados o aceptores de protones en posicién cinco
contribuyen positivamente en la actividad biologica de los derivados tiazolicos.
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a) Contribucién 14% b) Contribucion 86%

Figura 20. Mapas de coeficientes para el modelo 31 con valores de isosuperficie de a)
potencial electrostatico (+0.002 e/au®), b) potencial estérico (+0.01 e/au®).

Los resultados obtenidos en los mapas de contornos permiten entender mejor
lo observado en las moléculas del conjunto de derivados 2-amino-4-aril-1,3-tiazdélicos,
utilizados en la generacién del modelo QSAR-3D, al analizar especificamente las
estructuras con menor y mayor actividad antigiardiasica en dicho grupo (Figura 21). En
el caso de las moléculas menos activas (2b, 3b) se observa que ambas poseen cloro
en la posicién para del fenilo en cuatro, el cloro es un grupo electrosustractor débil de
acuerdo con Hammet’*® el cual retira densidad electrénica por induccién (0=0.23), por
lo cual el grupo fenilo se vuelve electrodeficiente, por otro lado en posicién cinco se
tiene un atomo de hidrégeno, sin embargo el QSAR-3D predice que en esa posicion
deberian ubicarse grupos con mayor densidad electronica con el fin de mejorar la
actividad antigiardiasica; es notable que la baja actividad de los compuestos 2b y 3b
esta relacionada con las contribuciones negativas de los grupos funcionales presentes
en sus estructuras; por lo tanto, el modelo generado explica satisfactoriamente la baja
actividad biolégica en esas dos moléculas.
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Figura 21. Estructura de las moléculas con mayor y menor actividad en pruebas de
susceptibilidad in vitro en contra de Giardia intestinalis.

En el caso de las moléculas mas activas (6b y 6e) ambas mantienen el grupo
amida en posicion dos y poseen un atomo de bromo en posicion cinco, el cual funge
como electrosustractor, de igual manera se puede notar que el derivado 6b posee un
atomo de cloro en para del grupo fenilo en posicion cuatro, el cual funge como
electrosustractor débil (0=0.23), dicha contribucion es contraria a lo sugerido por los
mapas de contornos del QSAR-3D, ya que se espera que grupos electrodonadores en
dicha posicion aumenten la actividad biolégica sin embargo la diferencia entre el efecto
de este grupo y el efecto del grupo metilo, el cual es un electrodonador débil de
acuerdo con Hammet (0=-0.17), no es muy pronunciada, lo cual se puede corroborar
con los datos de actividad in vitro, esto sugiere que el cloro y el metilo estan en el limite
de lo que se considera un electrodonador y electrosustractor; por otro lado ambos
grupos poseen volumenes similares, siendo el metilo ligeramente mas voluminosos con
un radio de Van de Waals’® de 2 A aproximadamente y el cloro de 1.73 A estas
diferencias podrian explicar porque el derivado 6e es mas activo que el 6b.

En la Figura 22 se presentan las conclusiones para la modificacion de los
derivados tiazdlicos de acuerdo a los resultados del modelo 31 de QSAR-3D.
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Figura 22. Modificaciones sugeridas sobre los derivados tiazélicos.
Propuesta de nuevos analogos y prediccion

En 2015 Mocelo y colaboradores? realizaron un QSAR-2D con los tiazoles
estudiados en ese trabajo de tesis, dicho QSAR-2D reveld que la distribucion uniforme
de la masa atémica, el volumen molecular y la polarizabilidad correlaciona con la
actividad antigiardiasica, sin embargo al momento de proponer nuevos analogos el
QSAR-2D no provee informacion cualitativa de donde y como modificar los derivados
tiazolicos para cumplir con dichas restricciones, por el contrario el QSAR-3D genera
informacion mas precisa al respecto, ya que sefala las zonas donde se debe modificar
y que tipo de grupos funcionales son preferidos en dichas regiones.

Ambos trabajos QSAR se complementan, el QSAR-2D indica la necesidad de
un QSAR-3D y el QSAR-3D sefiala el tipo de modificaciones a realizar partiendo de
informaciéon de potencial estérico y electrostatico extraida de los derivados,
sustentando la importancia de la distribucion y la polarizabilidad en éstas moléculas,
por lo cual partiendo de la informacién obtenida de ambos estudios QSAR se planteé la
modificacion estructural de los tiazoles en la posicién dos del anillo tiazélico con el
objetivo de observar el efecto del tamafio de los sustituyentes en dicha posicion.

Para las modificaciones realizadas en posicién dos del anillo tiazélico (Figura
23) se mantuvo el grupo amida y se utilizaron cadenas de propilo, butilo, isobutilo,
trimetilacilo y ciclopentilo, manteniendo en la posicion cinco el bromo. En la posicion
cuatro en para del fenilo se utilizaron los grupos cloro y metilo ya que ambos grupos se
encuentra presentes en los tiazoles mas activos y aunque solo el metilo cumple con las
condiciones encontradas en el QSAR-3D se espera observar el efecto que tiene la
capacidad activante o desactivante (o) de estos grupos en la actividad antigiardiasica
de acuerdo con el QSAR-3D.
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Figura 23. Modificaciones en posicion dos del anillo tiazdlico con grupos mas
voluminosos.

Una vez realizadas las modificaciones se procedié a predecir la actividad
tedrica antigiardiasica de los 10 nuevos derivados utilizando el modelo QSAR-3D. En la
Tabla 10 se presentan los resultados.

Tabla 10. Actividades predichas con el modelo QSAR-3D para los nuevos derivados
tiazolicos.

Clave 11a 12a 13a 14a 152 11b 12b 13b 14b  15b

pClso 545 443 447 AT7 437 582 443 465 494 446

Clso (M) 355 3752 3388 1693 4254 153 36.85 2239 1146 35.06
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Los valores de actividad antigiardiasicas teodrica predicha se situan entre 1.5y
43 uM, observandose que para las moléculas con grupos butilo, isobutilo y ciclopentilo
(12a, 12b, 13a, 13b, 15a, 15b) se generaron los valores mas grandes de Cls, tedrico
(22 - 42 yM) y para el caso de los derivados con grupos propilo y trimetilacetilo (11a,
11b, 13a, 13b) se obtuvieron concentraciones inhibitorias tedricas menores (1.5 — 17
pUM), de acuerdo con los resultados de los mapas de contornos se espera que grupos
voluminosos con un tamafo maximo similar al del grupo benzamida mejoren la
actividad antigiardiasica, sin embargo estos resultados reflejan que para grupos con un
volumen muy cercano al de wuna benzamida (butilamida, isobutilamida,
ciclopentanamida) el modelo QSAR-3D predice que tendran baja o nula actividad
antigiardiasica, y al contrario, grupos con un volumen intermedio (propanamida y
trimetilacetamida) tienen altas probabilidades de ser activos; por lo cual para el
conjunto de derivados tiazodlicos estudiados, tomando como base para el céalculo del
modelo QSASR-3D los analogos 2-amino-4-aril-1,3-tiazélicos, se prefieren en la
posicién dos del anillo tiazdlico. grupos funcionales con un volumen intermedio,
teniendo como limite el tamafio de un grupo benzamida. Esta hipotesis esta basada en
resultados tedricos y solo sera comprobada con los resultados de actividad in vitro de
dichos analogos.

De igual forma se observd que las moléculas con cloro en para del fenilo en
posicién cuatro del anillo tiazélico (11a, 12a, 13a, 14a y 15a) presentaron valores de
actividad antigiardiasica teérica mayores (3.55 - 42.54 yM) a las de sus analogos con
metilo en la misma posicion (1.53 - 35.06 uM), por ejemplo, sea el caso de 11ay 11b,
donde hay una diferencia de 2 uM, o tal sea el caso de 13a y 13b con una diferencia de
11uM, siendo menor la actividad predicha para 13b. Sin embargo la diferencia no es
muy elevada si se toma en consideracién que grupos electrosustractores fuertes como
el grupo nitro presente en algunos derivados del grupo de entrenamiento del modelo
QSAR-3D aumentaron la actividad antigiardiasica in vitro de dichos derivados en un
rango de 10 a 35 pyM en comparacién con sus analogos metilados. Tal como se
menciond con anterioridad, el atomo de cloro es un electrosustractor débil (0=0.23) y el
grupo metilo es un electrodonador débil (0=-0.17), la diferencia entre las capacidades
eléctricas de ambos grupos no es muy pronunciada, por tal razon el efecto es pequefio,
pero debido a que el metilo aumenta la carga del fenilo en posicién cuatro, tal como
sugiere el QSAR-3D, los analogos con dicho grupo presentan menor Clsg tedrico.

La molécula 11b, la cual posee un grupo propanamida en posicién dos y metilo
en para del fenilo en posicidon cuatro, presentd el menor Clsy calculado (1.53 uM),
seguido por la molécula 11a la cual posee también un grupo propanamida en posicion
dos del anillo tiazdlico y un atomo de cloro en para del fenilo en posicién cuatro (3.55
UM) y la molécula 14b la cual esta conformada por un grupo trimetilacetilo en posicion
dos y metilo en para del fenilo en posicion cuatro (11.46 uM); al analizar los datos de
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actividad tedrica y utilizarlos como una aproximacion para comparar la actividad
probable de estas moléculas con los datos de actividad in vitro del compuesto 6e (Clso=
0.39 yM) se observa que las actividades teoricas encontradas para estos derivados
son mayores, sin embargo, hay que tomar en consideracidon que asi como los
derivados tiazoélicos utilizados en la generacion del modelo QSAR-3D presentaron
residuales entre -0.5 y 0.4, estos nuevos analogos también presentaran residuales
aproximadamente en el mismo rango, por lo cual es muy probable que los valores
numeéricos esten sobreestimados o subestimados, es decir, exite la posibilidad de que
alguno de estos compuestos (11b, 11a, 14b) presente actividad antigiardiasica in vitro,
por lo cual se sugiere su sintesis quimica.
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CONCLUSIONES

Para obtener la mayor poblacion de conféormeros en un analisis
conformacional, la optimizacion geométrica previa utilizando el funcional B3LyP es
mejor en comparacidn con la optimizacion llevada a cabo con mecanica molecular.

Para el conjunto de derivados tiazolicos estudiados, la mejor estrategia para
seleccionar la plantilla de alineado es aquella donde se escoje el grupo de alineado con
el mayor paramétro de puntuacion de ajuste (P) después de un alineado de
multiconféormeros.

La presencia de un grupo amida en posicibn dos del anillo tiazolico es
necesaria para una buena actividad antigiardiasica y grupos con un volumen
intermedio teniendo como limite el tamafio de un grupo benzamida en dicha posicion
también potenciaran la actividad bioldgica.

Grupos electrodonadores en para del fenilo en posiciéon cuatro, los cuales
aumentan el caracter electronegativo del anillo aromatico y grupos electrosustractores
o ricos en electrones en posicion cinco tendran un efecto positivo en la actividad
antigiardiasica.

A partir del modelo QSAR-3D validado fue posible predecir la actividad
biolégica de 10 nuevos analogos, de los cuales tres presentaron actividades teodricas
interesantes, por lo cual se sugiere la sintesis de éstos analogos y su evaluacion in
vitro.
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