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Introduccién. Los modelos matematicos que correlacionan la estructura quimica con la actividad
bioldgica son utiles en el disefio de nuevos farmacos, y pueden emplearse para predecir el
comportamiento biolégico de moléculas nuevas quimicamente relacionadas.

Objetivos. Generar un modelo matematico que correlacione la afinidad y la topologia molecular
de antagonistas de glicina en el receptor de glutamato subclase NMDA y proponer nuevas
moléculas con actividad antagonista.

Materiales y métodos. Mediante los indices de conectividad molecular se codifico la estructura
electrénica y el patron de enlace atomico de 45 antagonistas de glicina. La correlacién entre
los indices de conectividad y la afinidad de los antagonistas se determind mediante andlisis de
regresion.

Resultados. El indice de conectividad que mejor describié el comportamiento de la afinidad
fue 4Xvpc, indicando la importancia de los heterodtomos, de la adyacencia de los sustituyentes
sobre el anillo aroméatico y del delta de valencia de los sustituyentes. Las ecuaciones generadas
pueden utilizarse para la prediccion de la afinidad de nuevos antagonistas, y el modelo sugirié
los requerimientos estructurales para disefiar compuestos con elevada afinidad. Con base en
ello se proponen 12 moléculas nuevas, de las cuales tres parecen ser bastante promisorias,
habiéndose calculado tedricamente su afinidad mediante las ecuaciones desarrollas. Como
control de la metodologia matematica desarrollada se utilizé el analisis de interaccion
energética.

Conclusion. Es posible analizar mateméticamente la estructura quimica de antagonistas de
glicina mediante indices de conectividad, generando ecuaciones que modelan el
comportamiento de unidn al receptor y aportan informacion util en el disefio de nuevos
antagonistas.

Palabras clave: glicina/antagonistas e inhibidores, glutamatos, N-metilaspartato/farmacologia.

Mathematical models to correlate molecular topology with substrate affinity of the glycine
antagonist in glutamate receptors

Introduction. Mathematical models that correlate chemical structure with biological activity
have been useful in the design of new drugs and can be used to predict biological behavior of
new, chemically related molecules.

Objectives. A mathematical model was generated to correlate the substrate affinities with
variations in the molecular topology of glycine antagonists in NMDA sub-class glutamate receptor
and, subsequently, to propose new molecules with antagonist activity.

Materials and methods. By use of molecular connectivity indexes, the electronic structure and
atomic bonding patterns of 45 glycine antagonists were coded. Correlation between connectivity
indexes and antagonist affinity was determined by regression analysis.
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Afinidad y topologia molecular de antagonistas de glicina

Results. The connectivity index that best described affinity behavior was 4Xvpc, which indicates
the relative importance of heteroatoms, the vicinity of aromatic ring substitutes, and valency
gradient. The equations generated predicted new antagonist affinities, and the model was able
to suggest structural requirements for designating compounds with increased affinity. Twelve
new molecules were proposed, from which three appeared promising-based of the affinities
previously calculated by means of the new equations. Energetic interaction analysis was
developed as a control for the mathematical methodology.

Conclusion.

Glycine antagonists’ structure were analyzed mathematically by means of

connectivity indexes. The equations modeled receptor behavior and contributed useful

information for new antagonist design.

Key words: glycine/antagonists & inhibitors, glutamate, N-methylaspartate/pharmacology.

En los dltimos 15 afios se han generado dos
grandes aproximaciones para el descubrimiento
de nuevas moléculas farmacolégicamente
activas: una basada en las caracteristicas estructu-
rales de la macromolécula bioldgica cuya actividad
se quiere modificar y la otra basada en la
estructura quimica de sustancias que se sabe
interaccionan y alteran la funcionalidad de la
macromolécula en cuestién (1,2). En esta Ultima
estrategia entra a jugar un papel decisivo la
generacién de modelos matematicos que permitan
relacionar cuantitativamente la estructura quimica
de una molécula con su actividad biolégica,
evidenciando y perfilando de una manera racional
el comportamiento bioldgico del sistema en
estudio (3). En muchas ocasiones estos modelos
permiten predecir desde un punto de vista tedrico
la alteracion en la actividad bioldgica ocasionada
por una determinada modificacién estructural
hecha sobre la molécula patrén que contiene el
grupo farmacoférico de interés.

La topologia molecular ha sido ampliamente
utilizada como descriptor para caracterizar una
estructura quimica y poderla incluir en modelos
matematicos cuantitativos (4). Entre los
descriptores topolégicos mas versatiles se tienen
los indices de conectividad molecular (5). Estos
indices, introducidos inicialmente por Randic en
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1975 (6) y posteriormente extensamente modi-
ficados por Kier y Hall (7-12), codifican la
informacién acerca del tamafio, la ramificacion,
la ciclizacién, la insaturacién y el contenido de
heteroatomos en las moléculas. Los algoritmos
empleados para la obtencion de estos indices se
fundamentan basicamente en el conteo de
electrones que participan en enlaces sigma (o),
pi (M) y electrones no compartidos (n) de cada
atomo en la molécula; y para aquellos elementos
mas alla del segundo periodo de la tabla periédica
se involucra también la informacioén del contenido
de electrones internos. Adicionalmente, estos
indices codifican el patron de enlace entre los
atomos. Ello implica que los indices de conecti-
vidad codifican no solamente qué atomo esta unido
con otro, sino también la informacion electrénica
de cada uno de ellos, informacién critica en el
momento de codificar numéricamente el
comportamiento quimico y biolégico de una
molécula. El calculo de los mencionados indices
es relativamente complejo y se basa en la
fragmentacion de la molécula en segmentos
continuos desde un enlace atomico hasta seis
enlaces, denominandose en cada caso, indice de
conectividad de orden 1 (representado como 1X),
orden 2 (2X), etc. Adicionalmente, se fragmenta
la molécula en agrupaciones de atomos en forma
de racimo (3Xc), en forma de ruta/racimo (4Xpc)
o ciclos con tres enlaces o mas. En la figura 1 se
ejemplifican algunos fragmentos estructurales de
la conectividad. Para el célculo de los indices de
conectividad denominados como “simples” se
tienen en cuenta solamente los electrones que
participan en enlaces sigma (o) de cada uno de
los atomos que conforman el fragmento estructural
molecular que esta siendo analizado, mientras que
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Figura 1. Fragmentos estructurales de la conectividad. a)
Se ilustran tres indices de conectividad continuos (1X, 2X 'y
3X). b) indice de conectividad de tercer orden no continuo
en forma de racimo (cluster). c) indice de conectividad de
cuarto orden no continuo en forma de ruta/racimo (path/
cluster).

para los indices de conectividad denominados
como “de valencia” se tienen en cuenta el conteo
de electrones pi (1) , el conteo de electrones no
compartidos (n) y el conteo de electrones de
capas internas. La ecuacion 1 (1X = 3 V(i gj)*
describe el algoritmo utilizado para el calculo del
indice de conectividad simple de orden 1 (1X),
donde &i, §j corresponde al conteo de electrones
sigma de los respectivos atomos que conforman
cada fragmento estructural de la molécula que esta
siendo analizado. El simbolo 1X indica que la
molécula se ha analizado en fragmentos de un
enlace.

En varias investigaciones recientes se ha
establecido que los indices de conectividad mo-
lecular son una herramienta bastante importante
en el disefio y seleccién de moléculas farmaco-
I6gicamente activas tales como analgésicos,
broncodilatadores, antihistaminicos, antivirales y
antibidticos, entre otros (13-17).

Los receptores ionotrépicos de glutamato son
canales idnicos activados por ligandos expresados
principalmente a nivel del sistema nervioso
central, los cuales median la mayoria de los
procesos de neurotransmision excitatoria y
plasticidad sinaptica (18,19). De los tres subtipos
de receptores ionotropicos de glutamato conocidos,
el que més interés biomédico ha tenido es el
receptor de glutamato activado por N-metil-D-
aspartato (NMDA), ya que la estimulacion excesiva
de estos receptores bajo condiciones patoldgicas
conduce a la denominada “excitotoxicidad
neuronal”, y tal estimulacién se ha relacionado
con la pérdida de neuronas que acompafa la
isquemia cerebral y ciertas enfermedades neuro-
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degenerativas (20). Debido a que la isquemia
cerebral, ya sea por trombosis o0 apoplejia, es una
de las principales causas de muerte a nivel
mundial y la primera causa de incapacidad a largo
término, este evento patolégico ha sido uno de
los principales blancos terapéuticos hacia los
cuales se ha enfocado la investigacion con el fin
de poder frenar, empleando para ello antagonistas
del receptor NMDA, la cascada de eventos
excitotéxicos generada por la excesiva
estimulacién glutamatérgica.

El receptor de glutamato subclase NMDA emplea
como coagonista a la glicina, ligando tan
importante como el acido glutamico para la
apertura del canal (21). La investigacion preclinica
y clinica ha evidenciado que los agonistas
parciales o los antagonistas del sitio de unién de
glicina poseen mejores perfiles de efectos
colaterales que los bloqueadores directos del ca-
nal, aun cuando desde el punto de vista quimico
ha sido un verdadero reto desarrollar antagonistas
potentes que compitan con este pequefio
aminoédcido dentro de los limites normales de
dosificacion (22).

En el presente trabajo se generaron ecuaciones
matematicas que relacionan la estructura quimica
de antagonistas de glicina con sus propiedades
de afinidad por el correspondiente dominio de
unién en el receptor ionotrépico de glutamato
subclase NMDA. Adicionalmente, la informacion
aportada por el modelo se utilizé para proponer
nuevos antagonistas de glicina, cuya afinidad fue
predicha tedricamente con las ecuaciones
desarrolladas.

Materiales y métodos

Seleccion de los antagonistas incluidos en la
generacion del modelo matematico

Para la construccién del modelo matemético se
conto con una base de datos generada a partir de
la revision bibliografica entre los afios 1993 y 2004
(23), enla cual se tabularon aproximadamente 300
antagonistas del sitio de union de glicina
agrupados en 22 familias quimicas, con sus
correspondientes datos de afinidad expresados
como Cl_, Eltérmino CI_ (concentracion inhibitoria
50) corresponde a la concentracion molar del
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antagonista que inhibe en un 50% la unién de un
ligando de referencia. Para el presente caso,
cuanto menor sea el valor numérico de la Cl_ para
un antagonista, mayor sera su afinidad por el
dominio de unién a glicina. Como criterios de
seleccién para los antagonistas que serian
incluidos en el trabajo se tuvo en cuenta la
homogeneidad experimental en la obtencion de la
Cl,,; el reporte de la precision en la determinacion
experimental de la Cl, y variaciones estructurales
sistematicas sobre la regidn de interés del grupo
farmacofarico.

Debido a que el modelo matemético tendria
caracteristicas semicuantitativas se definio el
siguiente criterio de clasificacién de los
compuestos a ser empleados para construir el
modelo:

Antagonistas positivos. Son aquellos con Cl
menor a 250 nM. Se considera que estos
compuestos tienen una alta capacidad de unién
al dominio de glicina del receptor NMDA vy, por
consiguiente, pueden competir y desplazar al
ligando end6geno, antagonizando su efecto.

Antagonistas negativos. Son aquellos que tienen
una Cl,, mayor a 250 nM. Estos compuestos no
presentan la suficiente capacidad de unién para
ser utilizados farmacolégicamente como anta-
gonistas de glicina.

El umbral de 250 nM se eligié porque experimental-
mente se ha encontrado que la afinidad de la glicina
en receptores NMDA heteroméricos se encuentra
entre 200y 300 nM (24,25). Cualquier compuesto
que deba competir con este coagonista debe tener
la suficiente afinidad para contrarrestar las con-
centraciones de glicina presentes en la hendidura
sinaptica, de tal forma que el objetivo es buscar
antagonistas que posean una afinidad expresada
en términos de ClI_ , inferior a 250 nM (26).

Generacion de la conformacion tridimensional
energéticamente mas favorable

50’

Para generar la conformacion molecular tridimen-
sional energéticamente mas favorable de cada
antagonista seleccionado se utilizo el programa
Molecular Modeling Pro CHEMSW® 2003, el cual
emplea herramientas de mecanica molecular para
llevar a cabo esta tarea.

Afinidad y topologia molecular de antagonistas de glicina

Cadificacion numérica mediante indices de
conectividad molecular de la estructura
quimica de los antagonistas seleccionados
para estudio

Se utilizaron los algoritmos ampliamente descritos
en laliteratura (7-12). Los indices de conectividad
utilizados para el presente estudio fueron los
siguientes.

Indices de conectividad simples: 0X, 1X, 2X, 3X,
4X, 5X, 6X, 3Xc, 4Xpc.

Indices de conectividad de valencia: 0Xv, 1Xv,
2Xv, 3Xv, 4Xv, 5Xv, 6Xv, 3Xvc, 4Xvpc.

Disefio del modelo matematico y estadistico

Las Cl,y los diferentes indices de conectividad
gue codifican la estructura quimica de cada
antagonista se utilizaron para generar el modelo
matematico-estadistico mediante analisis de
regresion simple y mdltiple, expresando la afinidad
como Cl, Ln Cl, 1/CI;, y evaluando la relacion
lineal, logaritmica, reciproca y multiplicativa a un
nivel de probabilidad del 95%. Se utiliz6 el
programa Excel de Microsoft Office 2003.

Anadlisis de energias de interaccion o
"docking"entre los antagonistas de glicina
seleccionados para estudio y su
correspondiente sitio de union

Con el fin de tener una metodologia alterna que
permitiera relacionar la afinidad con otro parametro
diferente a los indices de conectividad, se investigd
si existia alguna correlacion entre la Cl yla
energia de interaccion de los antagonistas con
su correspondiente dominio de unién. Para ello
se utilizaron los segmentos S1S2 del dominio de
unién de glicina del receptor de glutamato NMDA,
cuya estructura terciaria, determinada mediante
cristalografia de rayos X, fue recientemente
publicada (27,28). La estructura tridimensional
empleada tenia como ligando acoplado al acido
dicloroquinurénico un antagonista de glicina
prototipo. En la figura 2 se observan los residuos
aminoacidicos involucrados en la interaccién con
el acido dicloroquinurénico. Para determinar la
energia de interaccion de los antagonistas
seleccionados con el dominio de union de glicina
se utilizé el programa especializado ArgusLab
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Figura 2. Residuos aminoacidicos involucrados en la
interaccioén con el antagonista de referencia acido
dicloroquinurénico. Se enmarca la celda de unién empleada
para los analisis de docking. La imagen fue procesada a
partir de la cristalografia de rayos X (28) empleando el
programa especializado ArgusLab (29).

4.0.1 (29). Las dimensiones de la celda de union
para estos anélisis fueron de 21,37A x 18,67A x
14,44A; sin embargo, se hicieron ensayos de acople
con celdas de hasta 15 A x 14 A x 14 A. Se
emplearon celdillas con una resolucién de 0,4 A,
y se activé la opcion de alta resolucién de acople
con un nimero méaximo de interacciones de 450
poses.

Los andlisis de energia de interaccion o docking
se utilizaron para validar los resultados obtenidos
con el modelo matematico-estadistico desarrollado
con base en indices de conectividad cuando éste
se aplicara a moléculas nuevas cuyas propiedades
de unién al dominio de glicina se deseara conocer.
De esta forma el andlisis de docking se convirtio
en un control del modelo propuesto mediante los
indices de conectividad.

Aplicacion del modelo matematico-estadistico
basado en indices de conectividad para el
disefio de nuevos antagonistas y prediccion
de su afinidad

Con base en el comportamiento de los indices de
conectividad que mas influencia mostraron sobre
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la afinidad, se disefiaron nuevos antagonistas del
dominio de union de glicina, prediciendo sus
propiedades de union a través de las ecuaciones
matematicas generadas. Los datos obtenidos con
el modelo se confirmaron mediante el andlisis de
interaccion bioquimica o docking.

Todos los programas computacionales mencionados
fueron ejecutados en un equipo DELL™ XPS
M1710 con procesador Intel® Core™ 2 Duo T7200
(2 GHz/ 667 MHz FSB) y memoria de 1GB
SDRAM DDR2 a 667MHZ, 2 DIMM (1G2D).

Resultados

Seleccion de los antagonistas incluidos en la
generacion de los modelos matematicos

Con base en los criterios mencionados se
seleccionaron para el estudio 45 compuestos (30-
32) que presentan modificaciones estructurales
sisteméticas sobre el anillo bencénico de la
dihidroquinoxalina-2,3-diona (figura 3, cuadro 1),
region que de acuerdo con el grupo farmacoforico
propuesto hasta la fecha (24,33), influye
significativamente sobre la afinidad de este tipo
de antagonistas.

Generacion de la conformacion tridimensional
energéticamente mas favorable

La generacion de la conformacion estructural tri-
dimensional energéticamente mas favorable se
llevé a cabo sin mayores complicaciones. Como
se puede observar en lafigura 3y en el cuadro 1,

R H
R N o
R N 0
A H

4

Figura 3. Estructura base del anillo de dihidroquinoxalina-
2,3-diona. R1 a R4 representan los diferentes sustituyentes
de los antagonistas estudiados segun se especifica en el
cuadro 1.
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Cuadro 1. Antagonistas (ATG) de glicina seleccionados para estudio.

ATG? R1 R2 R3 R4 Afinidad (CI g, uM)? Referencia
x+DE
lantl NO2 Cl Cl H 0,0059+0,001 30
lant2 H Me Me H 3,3+0,7 30
lant3 H Cl Et H 1,4+0,2 30
lant4 H Et Et H 1,8+0,2 30
lant5 H OMe OMe H 17+1 30
lant6 H OCH,O H >100 30
lant7 H CH,CH,CH, H 15+4 30
lant8 NO, H Me H 9,3+1,9 30
lant9 H OMe Br H 1,0+0,2 30
lantl0 H OH OH H >100 30
lantll H Cl Me H 0,78+0,06 30
lantl2 NO, Me Me H 0,029+0,003 30
lantl3 NO, Et Et H 0,16+0,03 30
lantl4 NO, CH,CH,CH, H 3.1+0.5 30
lantl5 NO, OMe Br H 0,064+0,003 30
lantl6 NO, Br Et H 0,082+0,019 30
lantl7 NO, Cl Et H 0,029+0,002 30
lant18 NO, Et Cl H 0,13+0,01 30
lant19 NO, Me CN H 0,073+0,01 30
lant20 NO, Me F H 0,095+0,024 30
lant21 NO, Me Br H 0,0087+0,0004 30
lant22 NO, Me Cl H 0,0047+0,0006 30
lant23 NO, Cl Me H 0,045+0,008 30
lant24 NO, H CN H 2,8+0,4 30
lant25 NH, Me Cl H 0,15+0,03 30
lant26 NO, NH2 F H 11+1 30
lant27 NO, OMe F H 1,9+0,1 30
lant28 NO, SEt Cl H 0,64+0,13 30
lant29 NO, OEt F H 3,6+0,7 30
lant30 NO, OBu-n F H 4,3+0,5 30
lant31 NO, O(CH,),Ph F H 4,0+0,9 30
lant32 NO, OMe Cl H 0,15+0,02 30
lant33 OCOMe OMe OMe H 23+£16 30
lant34 OH OMe OMe H 1742 30
lant35 H Cl Cl H 0,13+0,03 31
lant36 H H H H 9,8+0,6 31
lant37 H H Cl H 1,8+0,3 31
lant38 Cl H Cl H 0,28+0,02 31
lant39 Cl Cl Cl H 0,03+0,005 31
lant40 Me H Me H 2,1+0,1 31
lant4l H F Cl F 0,63+0,11 31
lant42 F F F F 0,73+0,05 31
lant43 CN H Cl H 0,067+0,009 32
lant44 CN Cl Cl H 0,032+0,003 32
lant45 CN Me Cl H 0,026+0,007 32

!La estructura base de los antagonistas se ilustra en la figura 3.

2Cl,, determinado con &cido dicloroguinurénico tritiado como ligando competitivo en membrana cortical de rata. Los valores
son el promedio de 3 a 4 determinaciones.
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los antagonistas seleccionados para el estudio
tienen mucha restriccién de rotacién en torno a
los enlaces de los &tomos que conforman los
anillos, lo cual disminuye significativamente la
posibilidad de que tengan una amplia gama de
conformaciones energéticamente favorables. Los
resultados de esta etapa se emplearon posterior-
mente durante los analisis de interaccién
energética o docking.
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Codlificacion numérica mediante indices de
conectividad molecular de la estructura de los
antagonistas seleccionados para estudio

Los indices de conectividad simple y de valencia
calculados para cada uno de los 45 antagonistas
de estudio se presentan en los cuadros 2 y 3.
Con estos resultados se procedi6 a efectuar el
modelaje matematico y estadistico.

Cuadro 2. indices de conectividad simples calculados para los antagonistas (ATG) de estudio.

ATG 0X 1X 2X 3X 4X 5X 6X 3Xc 4Xpc

lantl  12,740122 7,913591 7,743376 6,338801 5,044093 4,153755  2,765932 1,646751 3,895306
lant2  10,292528 6,575387 6,372104 5,307613 3,801649 3,348259  2,189639 1,276142 3,010111
lant3  10,999635 7,113392 6,563147 5,596288 4,242153 3,522813  2,391545 1,207107 2,950034
lant4  11,706741 7,651397 6,754191 5,913558 4,544587 3,864034  2,593451 1,138071 2,930396
lant5 11,706741 7,651397 6,754191 5,913558 4,544587 3,864034  2,593451  1,138071 2,930396
lant6  10,413848 7,237184 6,868598 6,014633 4,893924 4,015597 2,866929 1,138071 2,832765
lant7  10,413848 7,237184 6,868599 6,014633 4,893923 4,015597 2,866929 1,138071 2,832765
lant8  11,869879 7,486071 7,334354 5,681288 4,553107 4,040335 2,600564 1,532245 3,216251
lant9  10,999635 7,113392 6,563148 5,596288 4,242154 3,522813  2,391545 1,207107 2,950034
lantl0 10,292528 6,575388 6,372105 5,307613 3,801649 3,348258 2,189639 1,276142 3,010111
lantll 10,292528 6,575388 6,372105 5,307613 3,801649 3,348258 2,189639 1,276142 3,010111
lantl2 12,740122 7,913591 7,743376 6,338800 5,044093 4,153755 2,765933 1,646751 3,895305
lantl3 14,154335 8,989602 8,147407 6,860742 5,740253 4,928317 3,27003 1,621348 3,766774
lantl4 12,861442 8,575388 8,261814 6,977333 6,041162 5,015996 3,685291 1,521348 3,678101
lantl5 13,447228 8,451596 7,956362 6,530803 5,493634 4,576706 2,947496  1,590383 3,768496
lantl6 13,447228 8,451596 7,934421 6,640144 5,428785 4,338698 3,088464 1,577715 3,856854
lantl7 13,447228 8,451596 7,934421 6,640144 5,428785 4,338698 3,088464 1,577715 3,856854
lantl8 13,447228 8,451596 7,956362 6,530803 5,493634 4,576706 2,947496  1,590383 3,768496
lantl9 13,447228 8,451596 7,934421 6,640144 5428785 4,338698  3,088464 1,577715 3,856854
lant20 12,740122 7,913591 7,743377 6,338800 5,044094 4,153755 2,765931 1,646751  3,895305
lant21 12,740122 7,913591 7,743377 6,338800 5,044094 4,153755 2,765931 1,646751  3,895305
lant22 12,740122 7,913591 7,743377 6,338800 5,044094 4,153755 2,765931 1,646751  3,895305
lant23 12,740122 7,913591 7,743377 6,338800 5,044094 4,153755 2,765931 1,646751  3,895305
lant24 12,576985 8,024076 7,503456 6,120567 4,718053 4,236571 2,969148  1,447694 3,322743
lant25 11,162771 7,002908 6,781126 5,972181 4,253983 3,493334  2,450005 1,394756 3,659814
lant26 12,740122 7,913591 7,743377 6,338800 5,044094 4,153755 2,765932  1,646751  3,895305
lant27 13,447228 8,451596 7,956362 6,530803 5,493634 4,576707 2,947497  1,590383 3,768496
lant28 14,154335 8,951596 8,336789 6,681407 5,629401 4,89458 3,246569  1,590383  3,728639
lant29 14,154335 8,951596 8,336789 6,681407 5,629401 4,89458 3,246569  1,590383  3,728639
lant30 15,568548 9,951596 9,043897 7,200409 5,926108 5,065884  3,539222  1,590383 3,728639
lant31 18,681437 12,469234 11,336608 9,183973 7,584936 6,433751  4,163983  1,794508 4,161652
lant32 13,447229 8,451596 7,956362 6,530803 5,493634 4,576707 2,947496  1,590383 3,768496
lant33 14,861443 9,472765 8,619444 6,945623 5,764268 5,019743  3,639962 1,621235 3,573387
lant34 12,576985 8,078918 7,185156 6,452859 5,138674 4,118333 2,787242  1,269354  3,483636
lant35 10,292528 6,575388 6,372105 5,307613 3,801649 3,348258 2,189639 1,276142 3,010111
lant36  8,552042 5,770857 5,230589 4,386971 3,324759 2,860338 1,650096 0,804738 1,97646

lant37  9,422285 6,164704 5,864357 4,722515 3,580099 3,126114 1,957811  1,093413 2,325625
lant38 10,292528 6,575388 6,403767 5,105562 4,129161 3,302119 2,278143  1,298531  2,75892

lant39 11,162771 7,002908 6,781126 5,972182 4,253983 3,493334  2,450006 1,394756 3,659814
lant40 10,292528 6,575388 6,403767 5,105562 4,129161 3,302119 2,278143  1,298531  2,75892

lant4l 11,162771 7,002908 6,781126 5,972182 4,253983 3,493335 2,450006 1,394756 3,659814
lant42 12,033015 7,430429 7,190148 6,647975 4,619391 3,82525 2,643273  1,513371 4,328678
lant43 10,999635 7,113392 6,594811 5,435501 4,361153 3,738235 2,45801 1,229496 2,757198
lant44 11,869878 7,540913 6,994112 6,164184 4,712719 3,882412 2,627016  1,338389  3,538359
lant45 11,869878 7,540913 6,994112 6,164184 4,712719 3,882412 2,627016  1,338389  3,538359
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Cuadro 3. Indices de conectividad de valencia calculados para los antagonistas (ATG) de estudio.

ATG 0Xv 1Xv 2Xv 3Xv 4Xv 5Xv 6Xv 3Xvc 4Xvpc
lantl 9,425344  4,958247 3,894062 2,847754 1,775263 1,182561 0,627705 0,6353 1,402043
lant2 7,971197  4,312949 3,390299 2,336495 1,38118 0,988351 0,512328 0,535075 1,043248
lant3 8,812197  4,940555 3,658203 2,621943 1,751325 1,111869 0,623411 0,512125 1,063365
lant4 9,38541 5,434269 3,781857 2,804196 1,912601 1,310578 0,700065 0,450524 1,011943
lant5 8,787694 4,537694 3,161023 2,226341 1,443979 0,986658 0,51204 0,364251 0,736499
lant6 7,494801 4,298548 3,159301 2,21537 1,506966 0,995276  0,54542 0,364251 0,701981
lant7 8,092517 5,020055 3,928303 2,934623 2,189095 1,402085 0,856607 0,450524 0,952157
lant8 8,234907 4,401704 3,371965 2,151532 1,490625 1,022828 0,514292 0,505215 0,807032
lant9 9,343407 4,907301 3,794923 2,614302 1,780063 1,145972 0,636118 0,588799 1,102833
lantl0 6,865624 3,760163 2,794754 1,817344 1,141816 0,78271 0,370188 0,375499 0,640389
lantll  8,105091 4,379895 3,462424 2,408621 1,410169 1,013256 0,529542 0,554401 1,10272
lantl2  9,157557 4,824353 3,75499 2,68923 1,701462 1,130724 0,59417 0,599238 1,272763
lantl3 10,57177 5,945674 4,157876  3,108164 2,249978 1,532084 0,794567 0,520351 1,214079
lantl4  9,278876 5,531461 4,304322 3,246601 2,497652 1,618132 1,002155 0,520351 1,158297
lantl5 10,529766 5,418706 4,1825 2,877891  2,140084 1,35604 0,72458 0,664405 1,263692
lantl6 10,828625 5,866994 4,43275 3,455832  2,4402 1,417727 0,819843 0,677458 1,674839
lantl7  9,998557 5,45196 4,017716  2,992722  2,054026 1,27599 0,723409 0,573699 1,312164
lantl8 9,998557 5,45196 4,034222 2,917658 2,122107 1,313655 0,698863 0,581952 1,2549
lantl9 9,104771 4,79796 3,597456 2,550013 1,686219 1,081276 0,575414 0,527069 1,0982
lant20  8,535522 4,513336 3,419915 2,366184 1,538028 0,996117 0,510638 0,509455 1,015442
lant21 10,121518 5,306334 4,274252 3,189851 1,954732 1,339322 0,723618 0,738374 1,67153
lant22  9,291451 4,8913 3,827115 2,758766 1,736641 1,159698 0,61215 0,618564 1,328151
lant23  9,291451 4,8913 3,821937 2,773736  1,740084 1,153587 0,609725 0,615975 1,341827
lant24  8,182121 4,37531 3,195094 2,136294 1,414647 0,96911 0,494068 0,421882 0,760967
lant25  8,60509 4,59122 3,635073 2,657527 1,561919 1,030441 0,573415 0,597563 1,310308
lant26  8,112872 4,302011 3,20859 2,165158 1,416112 0,923949 0,461536 0,456624 0,868245
lant27  8,94377 4,625708 3,328163 2,288852 1,56151 1,012836 0,5116 0,435486 0,860382
lant28 11,059211 6,378729 4,982435 3,549073 2,627592 1,884853 0,963601 0,626145 1,455374
lant29  9,650877 5,213242 3,557052 2,373403 1,648975 1,115647 0,574453 0,435486 0,845436
lant30 11,06509 6,213242 4,326054 2,829019 1,823205 1,21977 0,690884 0,435486 0,845436
lant31 13,451842 7,770373 5,561652 3,783741 2,599838 1,752113 0,913536 0,553337 1,064852
lant32  9,699698 5,003673 3,735363 2,569604 1,837274 1,176416 0,613112 0,544595 1,052611
lant33 11,02684 5,572716 3,865652 2,56464 1,774631 1,229202 0,686535 0,481052 0,897562
lant34  9,157557 4,68395 3,291491 2,337438 1,549982 1,014069 0,526885 0,402589 0,844098
lant35  8,238984 4,446842 3,534549  2,485228 1,439157 1,03816 0,546757 0,573726 1,167368
lant36 6,125898 3,485599 2,453832 1,629694 1,059278 0,711677 0,303106 0,2464 0,454733
lant37  7,182441 3,963229 3,034589 1,919341 1,259153 0,88472 0,437214 0,435382 0,652751
lant38  8,238984 4,446842 3,562056 2,264271 1,689265 1,005684 0,583131 0,589377 0,928081
lant39  9,295527 4,936439 3,980292 3,11734 1,817099 1,142453 0,673458 0,683868 1,685457
lant40  7,971197 4,312948 3,412628 2,17282 1,581479 0,959332 0,539638 0,547735 0,868408
lant4l  7,783669 4,18051 3,195127 2,201694 1,314287 0,892288 0,459079 0,480268 0,942219
lant42  7,328355 3,914177 2,914177 1,950389 1,207026 0,783578 0,384957 0,416044 0,784345
lant43  8,052304 4,353502 3,332397 2,134755 1,495888 0,999924 0,518659 0,497882 0,783495
lant44  9,108848 4,843098 3,775148 2,811741 1,703761 1,132832 0,613046 0,604631 1,375243
lant45 8,974955 4,776151 3,708202 2,720987 1,669876 1,10997 0,597491 0,587894 1,299584

Modelaje matematico y estadistico

De los 18 indices de conectividad analizados, los
gque mejor se correlacionaron con la variable
dependiente Cl_, (afinidad)fueron los indices 3Xvc
y 4Xvpc. Los coeficientes de determinacion (r?) y
de correlacion (r) obtenidos con el analisis de
regresion simple entre las variables Cl,; y 3Xvc
fueron de 0,606 y 0,778, respectivamente. Es
decir que el indice 3Xvc explica en un 60,6% la
variacion en la afinidad. En forma similar, el

analisis de regresion entre las variables Cl y
4Xvpc condujo a un coeficiente de determinacion
(r?) de 0,557 y a un coeficiente de correlacion (r)
de 0,759. Para este caso, el indice 4Xvpc explica
en un 55,7% la variacion en la afinidad. Previa-
mente se hicieron los mismos estudios utilizando
los valores de CI_, como tal, o transformaciones
como 1/Cl,, o Ln Cl . Los mejores resultados se
obtuvieron con el logaritmo natural. Se utilizé una
significacion del 95% (p<0,05).
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Aunque estos analisis iniciales mostraron que el
indice de conectividad 3Xvc explicaba en un
porcentaje ligeramente mayor la variacion en la
afinidad, se decidio trabajar con el indice 4Xvpc
debido a que segun la literatura (9) este indice ha
demostrado ser mas rico en informacién, sobre
todo en cuanto anillos aromaticos sustituidos se
refiere, pues codifica informacién acerca del
nimero de sustituyentes sobre el anillo, los
patrones de sustitucion y su longitud (hasta tres
enlaces), asi como el tipo de sustituyente
heteroatdémico.

Analizando el diagrama de dispersién para el
indice de conectividad 4Xvpc se observo que
habia un comportamiento diferencial entre los
antagonistas evaluados, generandose subgrupos
de antagonistas que correlacionaban muy bien
entre si. Es asi como en la figura 4 se observaron
cuatro subgrupos de antagonistas (lineas
punteadas) cuya correlacién entre afinidad,
expresada como Ln CI_, y su correspondiente
indice 4Xvpc era significativamente alta. Advirtién-
dose este comportamiento, se decidié dividir el
total de los antagonistas analizados en dos grupos:
aquellos que se ubicaban por debajo de la linea
de regresion inicial (linea continua en la figura 4)
(grupo A); y aquellos que se ubicaban por encima
de esta linea (grupo B). Se encontré que en el
grupo A se ubicaron preferencialmente aquellos
compuestos que tenian valores de afinidad
menores de 250 nM (15 de 23 compuestos,
correspondiente al 65,2%), es decir, aquellos que
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Figura 4. Subgrupos de antagonistas con correlacion
significativamente alta para el indice de conectividad 4Xvpc
(lineas punteadas). La linea continua muestra la linea de
regresion para el total de antagonistas (n=45).

si presentaban una unién significativa al receptor;
mientras que en el grupo B, el 81,8% (18 de 22)
de los compuestos tenia una afinidad por encima
de 250 nM, es decir, los considerados sin afinidad
por el sitio de unién de glicina. Posteriormente,
mediante regresion lineal simple se analizaron los
dos grupos de antagonistas generados (A y B)
para la variable 4Xvpc, obteniéndose los resul-
tados ilustrados en la figura 5. Para el grupo A
de antagonistas (figura 5, panel izquierdo), el
coeficiente de determinacion (r?) y de correlacion
(r) para la regresion efectuada fue de 0,8589 y de
0,9267, respectivamente, cumpliéndose todos los
supuestos de normalidad estadistica. La ecuacion

2 R =0,8589

0 T T T T T 1
0,5 0,7 0,9 1,1
4Xvpc

R=0,8761 «

1,3 1,5
4Xvpc

0,5 0,7 0,9 11

Figura 5. Panel izquierdo: diagrama de dispersion y regresion lineal simple entre el logaritmo natural de la afinidad (Cl ) y
el indice de conectividad 4Xvpc para el grupo A de antagonistas. Se retir6 el antagonista de comportamiento atipico lant43.
Panel derecho: diagrama de dispersion y regresion lineal simple entre el logaritmo natural de la afinidad y el indice de
conectividad 4Xvpc para el grupo B de antagonistas. Se eliminé el compuesto de comportamiento atipico 1ant28.
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de la curva de regresion para este modelo fue la
siguiente (ecuacion 1):

Ln (Cl,,)=12,7839 (+/-0,71732)—7,1602 (+/-0,6490)
(4Xvpc).

Es importante mencionar que la anterior ecuacion
se obtuvo a partir de la regresion lineal para el
grupo A de antagonistas, en la cual se excluy6 el
compuesto 1ant43. Este compuesto correspondié
a un punto atipico de regresion, el cual se alejaba
significativamente de la linea de regresion en el
analisis estadistico. Al efectuar la regresion con
este compuesto se obtuvo un coeficiente de
determinacion (r?) de 0,7687, un coeficiente de
correlacion (r) de 0,8768, y un error tipico de 0,981,
mientras que al retirarlo se obtuvo un r? de 0,8589,
un coeficiente de correlacion (r) de 0,9267 y un
error tipico de 0,7822. Desde el punto de vista
guimico no se evidencié una diferencia estructural
significativa con relacién a los otros compuestos
del grupo que explicara este comportamiento
atipico. Al aplicar la ecuacion 1 a cada uno de los
22 compuestos del grupo A, se encontrd que ésta
predice correctamente la afinidad semicuantitativa
para la totalidad de los integrantes del grupo,
teniendo como punto de corte una Cl, de 250 nM.

Para el grupo B de compuestos (figura 5, panel
derecho), el coeficiente de determinacion (r?) y de
correlacion (r) para la regresion fue de 0,8761 y
de 0,9359, respectivamente, cumpliéndose los
supuestos de normalidad estadistica. Para este
andlisis estadistico se excluyd el compuesto
lant28, el cual correspondia a un punto atipico
de residuales. Este compuesto también podria
considerarse como un “atipico quimico”, pues es
el tnico que dentro de su estructura involucra un
tioeter como sustituyente del anillo bencénico. La
ecuacion de la curva de regresion para este modelo
fue la siguiente (ecuacién 2):

Ln (Cl,,) = 15,860 (+/-0,715) — 7,597 (+/-0,655)
(4Xvpc)

Al aplicar la ecuacion 2 al grupo B de compuestos,
se encontré6 que esta ecuacién predice
correctamente la afinidad semicuantitativa para
21 de los 22 compuestos con los cuales se
construyo el modelo. Es decir, el modelo acert6
en la prediccién en un 95,24%.

Afinidad y topologia molecular de antagonistas de glicina

El comportamiento de los grupos A 'y B sugiere
gue deben manejarse como grupos con
comportamiento diferencial y no como un solo
grupo de compuestos. Para confirmar esto se
decidid realizar un analisis de regresion mltiple
incluyendo como variables regresoras el indice de
conectividad 4Xvpc y una variable dummy
denominada “Grupo”, la cual tomé el valor de 1 si
el compuesto pertenecia al grupo A o el valor de 0
si el compuesto pertenecia al grupo B. Esta nueva
regresion produjo como resultado para los 45
antagonistas un coeficiente de determinacién (r?)
de 0,839 y un coeficiente de correlacion multiple
(r) de 0,916. Lo mas importante de este analisis
fue que la variable dummy“Grupo” introducida fue
estadisticamente significativa (p<0,05). Estos
resultados confirmaron el hecho de que los grupos
Ay B presentaban comportamientos diferentes.

Teniendo en cuenta los anteriores resultados,
sumado a la observacién de que en el grupo A se
ubicaron preferencialmente aquellos antagonistas
con una afinidad inferior a 250 nM, en tanto que
en el grupo B se agruparon principalmente aquellos
con afinidades superiores a 250 nM, se sugirié
gue el motivo de este comportamiento diferencial
se originaba en el hecho de que el compuesto
presentara o no afinidad por el receptor con un
punto de corte de 250 nM, tal como se especificd
desde el comienzo. Con esta informacion se
decidié modificar el modelo de regresion anterior
para incluir una variable dummy diferente
denominada “PosNeg” que tomaria el valor de 1
para los compuestos con afinidad menor de 250
nM vy el valor de 0 para los compuestos con
afinidad mayor de 250 nM. Con este modelo
(ecuacion 3) nuevamente se observa no
solamente un coeficiente de correlacién multiple
(r) elevado (0,874), sino que la variable dummy
“PosNeg” es significativa (p<0,05). Ademas, resulta
interesante que la prediccion semicuantitativa es
exacta para el total de los antagonistas evaluados
(n=45).

Ln (Cl,,)=10,763 (+/- 0,919) - 3,6572 (+/- 0,560)
(PosNeg) — 2,545 (+/- 0,978) (4Xvpc) (ecuacion 3)

Sin embargo, aun cuando la prediccion de la
afinidad mediante la ecuacion 3 es correcta para
todos los antagonistas, se tenia el problema de
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que la variable dummy “PosNeg” dependia del
valor de la afinidad, valor éste que en la practica
no se tiene para una molécula nueva. Por
consiguiente, el interés se centrd en construir una
funcién que se aproximara de la mejor manera
posible a la diferenciacién hecha con las
anteriores variables dummys, pero que ya no
dependiera de la afinidad. Esta nueva variable se
construy6 teniendo como referencia la linea de
regresion entre las variables Ln(Cl, ) y el indice
de conectividad 4Xvpc, y el umbral de afinidad
de 250 nM. Como se observa en la figura 6, a
partir de un valor de 1,18 de la variable 4Xvpc,
todos los compuestos son positivos (afinidad
menor a 250 nM), y por debajo de 1,18, todos los
compuestos son negativos (afinidad mayor a 250
nM), quedando solamente cuatro compuestos mal
caracterizados. Con estos nuevos datos se decidio
construir un nuevo modelo de regresion mltiple
empleando para ello una nueva variable dummy
denominada “Factor de correccién de grupo, FCG”,
la cual toma un valor de 1 si la variable 4Xvpc es
mayor a 1,18 o de 0 si esta variable es menor o
igual a 1,18. La regresion para las 43 observa-
ciones arrojé un coeficiente de correlacion multiple
(r) de 0,8109, un valor F de 38,43, un error tipico

Umbral de afinidad: 250 nM

LncCl

4Xvpc

Figura 6. Punto de corte entre la linea de regresion de la
curva Ln (Cl,)) vs. 4Xvpc y el umbral de afinidad. Se
suprimieron los puntos atipicos 1ant28 y lant43.
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de 1,66, siendo las dos variables regresoras
(4Xvpc, FCG) significativas (p<0,05). Asi mismo,
la regresion cumplié con los supuestos de
normalidad estadistica. La ecuacion de la curva
de regresion para este modelo fue la siguiente:

Ln (Cl,) = 11,9853 (+/-1,4130) — 4,3776 (+/-
1,5223)(4Xvpc) — 2,3691(+/-0,9089)(FCG)
(ecuacion 4).

Al aplicar la ecuacion 4 a los 43 antagonistas con
los cuales fue construido el modelo, se encontré
que el prondstico semicuantitativo de la afinidad
fue correcto para 39 compuestos; es decir, el
modelo predice correctamente la afinidad del
90,7% de los antagonistas evaluados.

Analisis de las energias de interaccién o
"docking" entre los antagonistas de glicina
seleccionados para estudio y su
correspondiente sitio de union

El andlisis de las energias de interaccion entre
antagonistas de glicinay su correspondiente sitio
de union o docking se llevé a cabo para los 45
compuestos seleccionados utilizando las
estructuras moleculares con la conformacién tri-
dimensional energéticamente mas favorable
generadas segln lo descrito. Para evaluar el
desempefio del programa de docking en el equipo
donde fue instalado se hicieron controles de
acople con proteinas y ligandos no relacionados
(transportador de acido retinoico y receptor de
estradiol). Los RMSD promedio obtenidos fueron
de 0,42 Ay 0,55 A, respectivamente, con una
formacion de puentes de hidrogeno idéntica a la
del ligando de referencia contenido en la
correspondiente cristalografia de rayos X (datos
no mostrados). Una vez obtenidas las energias
de interaccién para los antagonistas de glicina en
estudio, se construy6 el diagrama de dispersién
ilustrado en la figura 7. En esta figura se observa
la generacion de dos grupos de puntos separados
por aproximadamente 400 calorias/mol, lo cual
sugiere claramente que para obtener una afinidad
inferior a 250 nM se requiere de una energia de
interaccién menor a—38,0 Kcal/mol. Desde el punto
de vista estadistico, estos resultados se
analizaron mediante la prueba de Fisher, con la
cual se obtuvo un valor de p<0,05, indicando asi
gue la energia de acople o de docking esta
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Figura 7. Diagrama de dispersion entre el logaritmo natural
de la afinidad (Cl,,) y la energia de acople obtenida para 32
antagonistas de estudio.

estadisticamente asociada con la afinidad. Por
otro lado, el coeficiente de correlacion de Spearman
obtenido fue de 0,999, con un valor de p<0,05
paralos 32 compuestos analizados. Esto significa
que el 99% de los compuestos cuya energia de
interaccion es menor a —8,0 Kcal/mol tendran un
valor de afinidad (Ln Cl,)) menor a 5,52, es decir
menor a 250 nM.

Es importante mencionar que para poder catalogar
el andlisis de docking como correcto se tuvo en
cuenta el siguiente criterio: los anillos base de
cada uno de los antagonistas analizados deben
haber quedado superimpuestos a los anillos base
del &cido dicloroquinurénico (ADCQ) de referencia,
y en la posicion correcta, es decir, el anillo
bencénico de la quinolina del ADCQ debe
superponerse al anillo bencénico de la dihidro-
gquinoxalina-2,3-diona, anillo base de todos los
antagonistas analizados. De igual forma, los dos
anillos heterociclicos deben haberse super-
impuesto. Sélo si se observaba esta condicién,
se tomaba en cuenta la energia de interaccion
que reportaba el programa. Con base en este
criterio se obtuvo una posicién correcta para 32
de los 45 antagonistas de estudio, de tal forma
que lafigura 7 fue construida con estos 32 puntos.

Afinidad y topologia molecular de antagonistas de glicina

Aplicacién del modelo matematico-estadistico
propuesto basado en indices de conectividad
para el disefio y prediccion de la afinidad de
nuevos antagonistas

Con base en el comportamiento mostrado por el
indice de conectividad 4Xvpc en el modelo
matematico y en las caracteristicas estructurales
gue rigen su comportamiento, se propusieron
nuevos antagonistas de glicina, de acuerdo con
los siguientes criterios.

Valor numérico del indice de conectividad 4Xvpc:
como se menciond antes, el indice de conectividad
4Xvpc es directamente proporcional a la afinidad,
y su valor debe ser superior a 1,18.

Delta de valencia de los sustituyentes hetero-
atéomicos halogenados: en el contexto de los
indices de conectividad, los valores del delta de
valencia empleados para el fluor, cloro, bromo y
yodo son, respectivamente, 7,000, 0,777, 0,259y
0,155. Debido a que cuanto menor sea el delta de
valencia del heteroatomo sustituyente mayor es
el valor numérico del indice 4Xvpc (9), los probables
candidatos a sustituyentes del anillo aromético
de los nuevos antagonistas serian el bromo y el
yodo. Sin embargo, se decidié excluir el yodo, ya
gue en el grupo de antagonistas con los cuales
se construyo el modelo no habia ninguna molécula
gue tuviera este heteroatomo como sustituyente.

Numero de sustituyentes y adyacencia entre ellos:
se evaluaron anillos mono, diy trisustituidos, con
todos sus posibles arreglos de adyacencia,
teniendo en mente que el incremento en el nUmero
de sustituyentes, asi como el incremento en su
adyacencia, aumenta el valor numérico de 4Xvpc.

De acuerdo con las anteriores condiciones, se
sugirieron para la evaluacion de afinidad a través
del modelo matematico propuesto, las nuevas
moléculas enumeradas en el cuadro 4. En este
punto es donde entran a jugar un papel decisivo
los resultados obtenidos con los andlisis de
energias de interaccion (docking), metodologia
esta que se utilizé para validar los resultados
obtenidos mediante el modelo de indices de
conectividad. Es asi como los datos generados
por el modelo en cuanto a las caracteristicas de
union de estas nuevas moléculas, se confirmaron
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a través de la determinaciéon de la energia de
interaccion entre ellas y el dominio de unién de
glicina para ratificar o no de esta forma los
resultados obtenidos con el modelo matematico
generado (cuadro 4).

La prediccion semicuantitativa mediante la
ecuacion 4 del modelo matematico-estadistico
desarrollado estuvo acorde con las correspon-
dientes energias de interaccion para 11 de las 12
nuevas moléculas evaluadas, lo cual sustenta
sélidamente la validez del modelo propuesto. De
acuerdo con este modelo, los compuestos P5,
P6 y P9 son moléculas promisorias, candidatas
para sintesis y evaluacién biolégica. Si bien las
moléculas P3y P4 tienen una energia de docking
favorable y el valor de su indice de conectividad
4Xvpc cumple el requisito de ser superior a 1,18,
éste se sale de la linea de regresién del grupo de
compuestos analizados, lo cual no hace tan
confiable la prediccion de su afinidad como si lo
es para las moléculas P5, P6 y P9, cuyos valores
del indice mencionado caen sobre la linea de
regresion mostrada en la figura 6.

Discusion
Uno de los principales problemas que se tienen
para generar y construir modelos matematicos y

Biomédica 2007;27:116-32

estadisticos en farmacia quimica es la hetero-
geneidad experimental con la cual se evalla el
comportamiento bioldgico in vitro de una serie de
sustancias, restringiéndose asi el nimero de
moléculas que pueden analizarse mediante la meto-
dologia propuesta. Tal como lo expresa la Unién
Internacional de Farmacologia (34), el termino Cl
es dependiente de las condiciones experimen-
tales, de tal forma que esta expresion solamente
puede utilizarse para la comparacion de farmacos
bajo condiciones de igualdad experimental.

Existe ademas el inconveniente de que muchos
reportes experimentales se publican sin la
suficiente rigurosidad estadistica que permita
evaluar la calidad de los datos presentados y, por
tanto, sobre las conclusiones basadas en ellos.
Es asi como gran cantidad de moléculas no fueron
incluidas en el estudio, pues carecian de una
desviacién estandar que permitiera evaluar la
precision en la obtencién de la Cl, . Este aspecto
es importante, ya que no se le puede exigir al
modelo matemético generado que prediga datos
de Cl, con mayor precision y exactitud que los
que experimentalmente pueden obtenerse. El
promedio de las desviaciones estandar reportadas
para la determinacion de la Cl, in vitro de los
antagonistas de estudio (cuadro 1) fue de alrededor

Cuadro 4. Prediccion semicuantitativa de la afinidad para nuevas moléculas antagonistas del dominio de unién de glicina.

Compuesto R1 R2 R3 R4 4Xvpc Energia * Prediccion de afinidad 2
Ecuacion 4  Docking  Concordancia 3

P1 Br H H H 0,998202 -7,920 ) -) 1
P2 H Br H H 0,801796 -7,842 ) -) 1
P3 Br Br H H 2,277736 -8,520 +) +) 1
P4 H Br Br H 2,16783 -8,848 +) +) 1
P5 Br H Br H 1,29802 -8,616 +) +) 1
P6 Br H H Br 1,543166 -8,315 +) +) 1
P7 NO, H Br H 0,967692 -7,877 ) (-) 1
P8 NO, Br H H 1,164484 7,917 ) (-) 1
P9 NO, H H Br 1,195905 -8,184 +) +) 1
P10 H NO, Br H 1,164913 7,720 ) (-) 1
P11 H NO, H Br 1,14912 7,794 ) (-) 1
P12 Br NO, H H 1,332422 -7,573 (+) ) 0

1 Energia de interaccion o docking. Los resultados son el promedio de tres determinaciones.

En ningln caso las desviaciones estandar superaron el 2%.

2 (+): Positivo: afinidad (C150) < 250 nM; (-): Negativo: afinidad (CI150) > 250 nM.
3 La casilla reporta el valor de 1 si los resultados en la prediccién de la afinidad mediante indices de conectividad (ecuacion
4) o mediante docking son ambos positivos 0 ambos negativos. Se reporta el valor de cero si hubo discrepancia en la

afinidad pronosticada entre los dos métodos.
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de 16%, siendo los valores minimos y maximos
de 5% y 26%, respectivamente. Esta deficiente
precision en la evaluacion de la afinidad, propia
de la metodologia experimental actual, puede
explicar el hecho de que la estructura de un
compuesto, codificada en los indices de
conectividad, no explique por si sola un mayor
porcentaje de la variaciéon en la afinidad. Pese a
lo anterior, se considera que el modelo mate-
matico generado es de una buena calidad
estadistica. Adicionalmente, el hecho de que se
haya logrado seleccionar 45 moléculas que
cumplieron los criterios de seleccion dio una base
confiable para el desarrollo del presente trabajo.

Es de resaltar el poder de codificacion quimico-
estructural que encierran los indices de
conectividad. El hecho de que se haya obtenido
una ecuacion que relacione la afinidad con un sélo
indice de conectividad, de un total de 18 indices,
deja entrever la gran cantidad de informacion que
codifica el indice 4Xvpc. Si bien en los andlisis
iniciales de correlacion, el indice 3Xvc también
explicaba en un buen porcentaje la variacion en
la afinidad observada para los antagonistas, este
indice ha demostrado no ser tan rico en
informacion, sobre todo en cuanto a anillos
aromaticos sustituidos se refiere. Los intentos por
realizar un andlisis de regresion lineal multiple entre
estos dos descriptores mostraron que el indice
3Xvc no era estadisticamente significativo, lo cual
se explica por el alto grado de colinealidad entre
ély el indice 4Xvpc. El coeficiente de correlacion
(r) entre ellos fue de 0,911, lo cual sugiere que en
el indice 4Xvpc se incluye también la informacion
codificada por el indice 3Xvc.

Por otro lado, es interesante observar el
comportamiento de los antagonistas clasificados
como grupo Ay grupo B; sin embargo, no se logré
evidenciar alguna caracteristica estructural que
pudiese ser la responsable del comportamiento
diferencial observado. Estudios posteriores deben
tratar de dilucidar desde un enfoque cuantico, por
ejemplo, cuales pueden ser las caracteristicas que
diferencian a los dos grupos. De encontrar una
variable que diferencie los mencionados grupos
de antagonistas, ésta se podria incluir en una
nueva ecuaciéon que mejore aun mas el poder de
prediccion semicuantitativo de la afinidad.

Afinidad y topologia molecular de antagonistas de glicina

La comparacion del indice de conectividad 4Xvpc
con su homalogo 4Xpc, el cual, a diferencia del
primero, no codifica informacion acerca de la
presencia de heteroatomos e insaturaciones,
arrojo resultados estadisticos bastante pobres. Lo
anterior sugiere que las insaturaciones, y en es-
pecial la presencia de heteroatomos, son factores
decisivos para la adecuada interaccion entre esta
regiony los aminoacidos presentes en el dominio
de unién del antagonista en el receptor NMDA. El
indice 4Xvpc es especialmente Gtil para codificar
informacién acerca del nimero de sustituyentes
sobre anillos bencénicos, los patrones de
sustitucion y su longitud (hasta tres enlaces), asi
como el tipo de sustituyente heteroatémico.
Adicionalmente, este indice codifica informacién
acerca de la orientacién de los sustituyentes en
el anillo: en cuanto mayor sea la adyacencia de
los sustituyentes, mayor es el valor numérico del
indice (9). Lo anterior puede observarse por
ejemplo para los compuestos 1ant38 y lant35,
ambos con dos halégenos como sustituyentes,
donde el valor del indice 4Xvpc es mayor para el
compuesto que tiene los halégenos vecinales. El
incremento en el nimero de sustituyentes sobre
el anillo aromatico también incrementa el valor de
este indice, lo cual se evidencia en los
compuestos 1Ant36, 1Ant37, 1Ant38, 1Ant39
(cuadros 1y 3).

Adicionalmente, el indice 4Xvpc tiene la capacidad
de discriminar entre compuestos cuya Unica
diferencia es el tipo de heteroatomo sustituyente
sobre el anillo aromético. El indice de conectividad
simple homdlogo 4Xpc carece de esta capacidad
(ver los compuestos 1Ant15, 1Ant32 y 1Ant27 en
los cuadros 1y 3). Es importante anotar que cuanto
mayor sea el delta de valencia para los
heteroatomos en la molécula, menor es el valor
numeérico del indice 4Xvpc. De la misma forma,
el indice 4Xvpc puede diferenciar entre
sustituyentes que contienen los mismos atomos,
pero en diferente posicion (ver compuestos
1Ant17, 1Ant18). De alli la importancia de este
descriptor para codificar la estructura quimica en
esta clase de compuestos.

Con base en lo anterior, y debido a que el indice
de conectividad 4Xvpc es directamente
proporcional a la afinidad (inversamente
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proporcional ala Cl), se sugiere tener en cuenta
las siguientes caracteristicas estructurales al
desarrollar nuevos antagonistas de glicina
derivados de la 1,4-dihidroguinoxalin-2,3-diona con
elevada afinidad por el sitio de union de glicina:
valor numeérico del indice de conectividad 4Xvpc,
pues el indice 4Xvpc debe tener un valor numérico
superior a 1,18; adyacencia de sustituyentes sobre
el anillo aromatico, ya que entre mayor sea la
adyacencia, mayor es el valor del indice 4Xvpc;
delta de valencia de sustituyentes halogenados,
pues cuanto menor es el delta de valencia del
halégeno sustituyente mayor es el valor numérico
del indice 4Xvpc; nimero de sustituyentes sobre
el anillo, ya que el incremento en el numero de
sustituyentes incrementa el valor de 4Xvpc; tamafio
de sustituyentes, pues esta region no acepta
sustituyentes voluminosos ni ciclos, tal como se
observd para los compuestos lant6, lant7 y
lantl4, antagonistas con valores bajos del indice
4Xvpc.

Un paso importante en el desarrollo de
metodologias numéricas que pretenden ser una
herramienta predictiva es la etapa de validacién
del modelo. Por tal motivo, con el objeto de contar
con una metodologia alterna de control que
permitiera confirmar y validar los resultados que
se estaban observando con el modelo matematico
propuesto basado en indices de conectividad, se
desarrollé la metodologia de evaluacion de
energias de interaccion o docking aplicada a los
antagonistas de estudio. Uno de los principales
inconvenientes para evaluar la energia de
interaccion entre los antagonistas y el dominio de
unién de glicina fue que para 13 compuestos, el
programa computacional empleado no hizo un
posicionamiento correcto de la molécula con
respecto al compuesto de referencia acido
dicloroquinurénico, molécula con la cual se
determind la cristalografia de rayos X. Auln asi,
para los restantes 32 compuestos si fue posible
determinar las energias de interaccion requeridas
para el acople correcto con el receptor. El criterio
para evaluar si hubo un posicionamiento correcto
de la molécula en evaluacién con el dominio de
union de glicina se especificd con anterioridad en
los resultados; se tomo de esta forma debido a
gue una molécula a la cual se le han hecho
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modificaciones estructurales puede interactuar
con residuos cercanos al dominio de unién de
glicina, pero ello no significa que la consecuencia
de tal interaccion sea un antagonismo de los
efectos del coagonista glicina. Debido a que se
sabe con certeza cudles son los residuos amino-
acidicos relevantes con los que una molécula
antagonista debe interactuar para ejercer su efecto
farmacoldgico, se busco evaluar las consecuencias
de las modificaciones estructurales en la interaccion
con estos residuos y no con otros situados en la
cercania del sitio de unién. Aunque el nimero de
moléculas cuya energia de interaccién con el
receptor fue posible determinar fue menor que el
total de moléculas empleadas para construir el
modelo matematico, se consideré que dicho nu-
mero era suficiente para evaluar de forma confiable
los requerimientos energéticos de interaccion entre
ellas y el dominio de unién de glicina.

Los resultados obtenidos son bastante interesantes
teniendo en cuenta que solamente para una
molécula hubo discrepancia entre la afinidad
semicuantitativa reportada por el modelo
matematico y el andlisis de docking. Es bien
importante observar que los 12 compuestos
nuevos se pueden agrupar en tres grupos: mono-
bromados, dibromados y nitrobromados. Cada
grupo esta constituido por moléculas que son
isdmeros de posicion entre ellas. Por consiguiente,
es de resaltar que el modelo generado es capaz
de predecir la afinidad de moléculas que estan
estructuralmente muy relacionadas entre si, lo cual
es una ventaja sobresaliente de la metodologia
propuesta.

Con base en larevision bibliografica, el presente
trabajo es el primer modelo cuantitativo que
propone nuevas moléculas con alta afinidad por
el dominio de unién de glicina basado en indices
de conectividad molecular y que confirma su com-
portamiento biolégico a través de metodologias
de interaccién energética bioquimica o docking.

Finalmente, se concluye que es posible codificar
mateméaticamente la estructura quimica de
antagonistas del dominio de unioén a glicina
mediante los indices de conectividad molecular,
generando ecuaciones definidas que modelan el
comportamiento de unidn al receptor y aportan
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informacion estructural (til en el disefio de nuevos
antagonistas, asi como en la prediccion de sus
propiedades de unién.
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