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Resumen

Los medicamentos antipsicéticos son farmacos utilizados en el tratamiento de trastornos
relacionados con la salud mental, entre los cuales destacan la psicosis y la esquizofrenia y estos

afectan a grandes cantidades de personas a nivel mundial.

El enfoque de la presente investigacion se basa en la busqueda de dos analogos del Haloperidol,
por lo que se desarroll6 un modelo In silico. Primeramente, se llevé a cabo el cribado virtual
basado en estructura, en donde se determing la afinidad de los antipsicoticos hacia los receptores
D2y los receptores Sigma-1, se hallaron los aminoacidos con los cuales habia mas interaccion y
se estimaron las distancias utilizando softwares como Avogadro, Pymol, Autodocktools vy
Autodock vina, y se realizé la prediccion de la afinidad de los analogos hacia los receptores D2.
De manera paralela, se llevé a cabo un cribado virtual basado en ligando a partir de un modelo
QSAR por redes neuronales, en donde se obtuvo que el mejor modelo para predecir
adecuadamente el Ki de los analogos esta compuesto por los descriptores ALOGP?, AMR y Topo
PSA 'y cuenta con un R? de 0,733 con 550 nodos. Teniendo el modelo plenamente establecido se
procedi6 a realizar la prediccion de la actividad biolodgica de los anélogos y la toxicidad mediante
PreADMET.

La eleccion de los dos anélogos permitié plantear la ruta sintética y elegir la mejor para llevar a
cabo la sintesis. En primer lugar, se realiz6 la extraccion del haloperidol mediante una extraccién
sélido-liquido y se caracteriz6 con CCF, Espectroscopia IR y PF, para asegurarnos de obtener el
compuesto lo mas puro posible. Después, el compuesto se sometid a una reaccion con LiAlH, y
THF para reducir el grupo carbonilo, con el fin de sintetizar el primer analogo. A partir del primer
analogo, se llevaron a cabo 2 esterificaciones, la primera se realiz6 con acido férmico y se purificé
mediante una extraccion liquido-liquido, mientras que la segunda se realizé con acido acético y
se purificé con una CC. Se obtuvieron rendimientos de reaccion de 80 %, 28 % y 60%
respectivamente, los compuestos obtenidos se caracterizaron mediante Espectroscopia IR, CCF
y RMN; confirmando la presencia de los andlogos 1y 3, mientras que el andlogo 2 no termino de
reaccionar, razon por la cual se recomienda establecer mejores metodologias de extraccion y

purificacion.

Palabras Clave: Antipsicéticos, Red Neuronal, Docking Molecular, Sintesis
Organica, Receptores D2



Abstract

Antipsychotic medications are drugs used in the treatment of disorders related to mental health,
among which psychosis and schizophrenia stand out and will arise to large numbers of people

globally.

The focus of this research is based on the search for two analogs of haloperidol, for which an In
silico model was developed. Firstly, structure-based virtual screening was carried out, where the
affinity of antipsychotics towards D2 receptors and Sigma-1 receptors was determined, the amino
acids with which there were more interactions were found and the distances were estimated using
softwares like Avogadro, Pymol, Autodocktools and Autodock vina, and the prediction of the
affinity of the analogs towards D2 receptors was performed. In parallel, a ligand-based virtual
screening was carried out from a QSAR model by neural networks, where it was obtained that the
best model to adequately predict the Ki of the analogs is composed of the ALOGP2, AMR and
Topo PSA descriptors. And has an R2 of 0.733 with 550 nodes. Having the model fully established,
the prediction of the biological activity of the analogs and their toxicity was carried out using
PreADMET.

The choice of the two analogs allowed the synthesis approach to be carried out. Haloperidol was
then extracted by solid-liquid extraction; Subsequently, it was characterized with CCF, IR
Spectroscopy and PF, to ensure that we obtain the purest possible compound. The compound
was then subjected to a reaction with LiAIH4 and THF to reduce the carbonyl group, in order to
synthesize the first analog. From this, 2 esterifications were carried out with formic acid and
purified by liquid-liquid extraction, while the second was carried out with acetic acid and purified
with CC. Reaction yields of 80%, 28% and 60% respectively were obtained. Finally, the
compounds obtained were characterized by IR Spectroscopy, CCF and NMR; confirming the
presence of analogs 1 and 3, while analog 2 is not confirmed, since the compound didn’t finish

the reaction. It is recommended to establish better purification and extraction methodologies.

Keywords: Antipsychotics, Neural network, Docking Molecular, Organic synthesis,
D2 receptors



1. Introduccion

La esquizofrenia es una patologia afecta al menos a 24 millones de personas a nivel mundial
(WHO, 2022); mientras que en Colombia se estima que al menos 1 % de la poblacion la padece
y al menos 10 % de ellos han estado relacionados en practicas suicidas (Bahena-Truijillo et al.,
2016) Teniendo en cuenta que la base del tratamiento de la esquizofrenia son los medicamentos,
surge la necesidad de buscar otras alternativas que permitan mejorar la calidad de vida de los
pacientes, eligiendo un modelo in silico como la alternativa mas viable en la obtencion de nuevos

farmacos para el tratamiento de esta patologia.

Un modelo In silico es una herramienta que permite modelar propiedades farmacocinéticas de
nuevos candidatos a farmacos mediante bases de datos y analisis informaticos mediante la
utilizacion de técnicas como modelamientos QSAR y docking molecular (Martinez et al., 2007).
El primero permite estimar la relacibn cuantitativa estructura-actividad mediante el uso de
descriptores moleculares y la actividad biol6gica de los farmacos, lo cual permite obtener un
modelo capaz de predecir de manera éptima la actividad biolégica de las moléculas a evaluar
(Lozano & Scior, 2012).

Por otro lado, el docking molecular describe el comportamiento de las moléculas en el sitio de
union de las proteinas diana, lo cual permite obtener informacion sobre energias y modos de
interaccion del complejo ligando-receptor (Velasquez et al., 2013). Por ultimo, el software
PreADMET permite predecir la toxicidad de las moléculas evaluando 4 pruebas: Carcino mouse
y carcino rat, que evalla la capacidad de un compuesto para causar cancer en roedores; hERG
inhibition, que evalla los efectos cardiotdxicos y Ames test, que evalla la mutagenicidad de los

compuestos.

La presente investigacion comprende la combinacién de un cribado virtual basado en ligando
(Modelo QSAR), cribado virtual basado en estructura (docking molecular) y la prediccion de la
toxicidad; teniendo en cuenta este modelo In silico, se pretende hallar y sintetizar 2 analogos al
haloperidol que presenten mejores caracteristicas (predichas y calculadas) a la de los farmacos
conocidos, permitiendo reducir la problematica relacionada a la variedad de efectos adversos que
pueden presentar los antipsicéticos comerciales, tales como efectos extrapiramidales, efectos
cardiacos, efectos proconvulsivantes, aumento de peso, parkinsonismo, entre otros, los cuales

afectan gravemente a los pacientes que padecen de esquizofrenia.



2. Marco tedrico

2.1 Receptores dopaminérgicos

Los receptores dopaminérgicos pertenecen a la familia de receptores acoplados a proteinas G y
se encuentran ampliamente distribuidos en el Sistema Nervioso Central, ademas se caracterizan
por presentar de 20 a 25 residuos hidrofébicos cada uno (Bahena et al., 2000). Estos receptores
son de gran interés, ya que estan implicados en varios procesos neurolégicos tales como la
memoria, el aprendizaje, la cognicion, entre otros (Bahena et al., 2000), lo cual se relaciona a
trastornos severos como la enfermedad de Parkinson y la esquizofrenia. Segun sus
caracteristicas bioquimicas y farmacolégicas se dividen en 2 familias, los receptores D1 y D2
(Moreno, 2017) (Figura 1).

Familia de receptores DAérgicos D1-D5 Familia de receptores DAérgicos D2-D3-D4
%o
iy Q@ Q.9
mojecalssde A Q0 moléculas de DA Q o
- o
= -“
DI 2 D2 §
‘ |
Gas Gai | op

\EL) GTP ,‘ Gy
ATP ' g
GTP / \ ’\AMI)C GTP / \ ATP
on GDP on GDP ’5‘;

off off AMPe

Figura 1. Familias de receptores dopaminérgicos D1 y D2: a) Representacion gréafica de la
familia de receptores D1 (D1 y D5) y su mecanismo de accion para llevar a cabo la produccion
de AMPC. b) Representacion grafica de la familia de receptores D2 (D2, D3 Y D4) y su
mecanismo de accién para inhibir el AMPc (Moreno, 2017).

Los receptores D1 se dividen en los subtipos D1 y D5, los cuales producen la formacion de
Adenosin monofosfato ciclico (AMPc) a través de la estimulacion de la enzima Adenilil ciclasa y
estan localizados principalmente en los terminales postsinapticos (Gonzalez, 2012). En el caso
del receptor D5, se encuentra distribuido en regiones como el hipocampo o el tdlamo y se
caracteriza por presentar gran afinidad por la dopamina, siendo esta 10 veces mayor que para
los receptores D1, los cuales localizan su expresion en las neuronas GABAérgicas estriatales
(Gonzalez, 2012).

Por otro lado, lo receptores D2 se dividen en los subtipos D2, D3 y D4, los cuales por el contrario

inhiben la formacion de AMPc, activan canales de K*, reducen la entrada de iones de Ca*? a



través de canales dependientes de voltaje y pueden localizarse tanto en terminales presinapticas
como postsinapticas (Gonzalez, 2012). El receptor D3 presenta una gran afinidad por la dopamina
y se localiza principalmente en regiones limbicas del nlcleo accumbens, mientras que el receptor
D4 es el que presenta menor afinidad por la dopamina y se expresa en interneuronas
GABAérgicas piramidales y no piramidales de la corteza prefrontal e hipocampo (Gonzalez,
2012). Finalmente, los receptores D2 presentan una baja afinidad por la dopamina y se
distribuyen ampliamente en zonas como la corteza cerebral, el globo palido, el tdlamo, el
hipotalamo y el neoestriado (Bahena et al., 2000).

El mecanismo por el cual los receptores D2 regulan la sintesis de dopamina es a través del AMPc,
un nucleétido derivado de adenosin trifosfato (ATP), el cual es convertido a AMPc gracias a la
accion de la enzima adenil ciclasa (Moreno, 2017). Posteriormente, el AMPc activa la proteina
Quinasa A (PKA), la cual se encarga de fosforilar la proteina blanco, en este caso, la proteina a-
quinasa de anclaje (AKAP), generando una respuesta celular. Teniendo en cuenta esto, es
posible afirmar que la inhibicibn de PKA ocurre como consecuencia de la inhibicion de AMPc, y
la inhibicion de la sintesis y liberacion de neurotransmisores, en este caso, la dopamina (Peral et
al., 2013).

2.2 La esquizofrenia

Una de las enfermedades que esta estrechamente ligada a la dopamina es la esquizofrenia, un
trastorno caracterizado por la presencia de sintomas como delirios, amnesia, confusion, ansiedad
y depresién (Servicio Mauriciano de Salud, 2009). Estos sintomas se clasifican en positivos y
negativos, los primeros se caracterizan por presentar comportamientos visibles que no son
normales en una persona sana, tales como alucinaciones, delirios, trastornos del pensamiento y
trastornos del movimiento, mientras que los sintomas negativos estan relacionados con
problemas para funcionar normalmente y son mas dificiles de reconocer, encontrando entre ellos
dificultad para relacionarse o para demostrar emociones (NIH, 2021).

La sintomatologia de la esquizofrenia esta involucrada con las vias dopaminérgicas, las cuales
se encargan de transmitir la dopamina entre zonas del cerebro; en primera instancia, tenemos la
via nigroestriada, la cual esté involucrada en la actividad motora y contiene aproximadamente un
80% de la dopamina cerebral (Guzman, n.d.). Por otro lado, tenemos la via tuberoinfundibular, la
cual va desde el hipotalamo hasta la glandula pituitaria e inhibe la sintesis de prolactina, una
hormona que estimula la produccién de leche en las glandulas mamarias (Carrillo, 2013). Por

altimo, tenemos la via mesolimbica-mesocortical que juega un papel fundamental en la



esquizofrenia gracias a su participacibn en procesos de memoria y control emocional; la
hiperactividad dopaminérgica de la via mesolimbica es la responsable de los sintomas positivos
de la esquizofrenia, mientras que en la via mesocortical las células del area tegmental ventral
envian proyecciones hacia la corteza frontal, la cual estd implicada en la motivacion, la
planificacion y la conducta social, asocidndose a los sintomas negativos (Saiz et al., 2010).

La etiologia de este trastorno aln no se encuentra bien definida, sin embargo, la hipétesis mas
comun gira en torno a una alteracién bioquimica en donde persiste un problema de comunicacién
entre las neuronas y se postula que los sintomas psicéticos son consecuencia de un exceso de
actividad dopaminérgica, lo que conlleva a anomalias anatémicas en el cerebro, estas incluyen
dilatacién de los ventriculos, disminucion del tamafio del cerebro y disminucién en la funcién de
la corteza prefrontal, la cual esta involucrada en la habilidad de razonamiento (Arroyo & Alcazar,
2018).

2.3 El tratamiento

El tratamiento para los pacientes que padecen de esquizofrenia es de por vida, incluso si los
sintomas han desaparecido; en algunos casos puede ser necesario internar al paciente, aplicar
terapia electroconvulsiva o llevar a cabo una terapia psicosocial. Sin embargo, la base del
tratamiento son los medicamentos, los cuales controlan los sintomas al disminuir la sintesis y
liberacion de dopamina (Hall et al., 2021)

Existen diferentes tipos de medicamentos para tratar esta enfermedad, entre ellos se encuentran
los antipsicéticos o también llamados neurolépticos; estos son farmacos utilizados para el
tratamiento de diferentes trastornos mentales como la psicosis, la esquizofrenia y el trastorno
bipolar; sin embargo, es importante aclarar que los antipsicéticos no curan los trastornos
mentales, sino que permiten una disminucion de sintomas graves, mejorando el estado de salud

y la calidad de vida de los pacientes afectados (Hall et al., 2021).

2.3.1 Antipsicaticos tipicos o de primera generacion
Los medicamentos antipsicoticos de primera generacion son farmacos utilizados en el tratamiento
de enfermedades mentales como la esquizofrenia, bipolaridad y trastornos psicoticos; también
puede presentar accion en otras patologias como mania, hiperactividad, enfermedad de Tourette,
entre otros (Ameer & Saadabadi, 2021). El principal mecanismo de accién de estos antipsicéticos
consiste en la inhibicion antagonica de la dopamina con los receptores Dopaminérgicos D2 en la

via mesolimbica del sistema nervioso central, lo que genera un alivio o disminucién de los



sintomas positivos de la esquizofrenia, sin embargo, estos no son eficaces para el tratamiento de
los sintomas negativos (Ameer & Saadabadi, 2021; Ceruelo & Garcia, 2007).

Los antipsicéticos tipicos se pueden clasificar en familias de acuerdo a su estructura quimica o el
ndcleo que estos presenten; las mas comunes se encuentran las fenotiazinas y tioxantenos que
comparten un nucleo triciclico variando el haldégeno del heteroatomo de su estructura, entre los
farmacos mas comunes encontramos la clorpromazina y el tiotixeno (Jaszczyszyn et al., 2012;
Karimi & Vahabzadeh, 2014). Por otro lado, podemos encontrar también antipsicoticos tipicos
clasificados como butirofenonas, son farmacos derivados de la 1-fenil-2-butanona, siendo el mas

comun el Haloperidol.

2.3.2 Antipsicaéticos atipicos o de segunda generacion
Los antipsicoticos de segunda generacion tienen un mecanismo de accion similar a los de primera
generacion, ya que acttan sobre los receptores dopaminérgicos D2. Sin embargo, se presenta
un menor efecto dopaminérgico en comparacion con los antipsicéticos tipicos y en cambio, hay
una mayor afinidad hacia los receptores serotoninérgicos (5-HT2A, D2, 5-HT1A, 5-HT2C, y a1)
(Meltzer, 2012).Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, los antipsicéticos atipicos
pueden tener efectos adversos como los SE (temblores, espasmos musculares, distonia,
discinesia, etc.) como consecuencia de su afinidad por los receptores D2 ; a su vez, la afinidad
hacia los receptores serotoninérgicos puede causar otro tipo de efectos adversos , tales como
aumento de peso, sindrome metabdlico, hipotension ortostatica, efecto proconvulsivante y

problemas de eyaculacién (Ceruelo & Garcia, 2007).

2.4 Haloperidol

El haloperidol es un medicamento antipsicotico antagonista de los receptores dopaminérgicos D2
gue hace parte de la familia de las butirofenonas; este medicamento ha sido de gran interés
gracias a su similitud con la clorpromazina, pero su diferencia radica en que el haloperidol es mas
potente, ya que requiere concentraciones mas bajas para lograr la misma actividad
farmacologica. El haloperidol puede ser administrado por via oral o intramuscular, es eliminado a
través de reacciones de oxidacion, reduccion y glucuronidacién y se caracteriza por presentar
actividad contra delirios y alucinaciones, por lo que es altamente utilizado en el tratamiento contra
la esquizofrenia logrando disminuir los sintomas positivos y en la psicosis aguda o crénica (Melo,

2018). Recientemente se ha demostrado que este medicamento también presenta afinidad por



los receptores sigma 1, en donde posee propiedades anti hiperalgesias y antialodinicas (Melo,
2018).

Como se mencion6 anteriormente el Haloperidol es un antagonista de los receptores D2 gracias
a su alta afinidad que presenta a estos, uno de los factores claves por el cual se presenta esta
actividad se debe al N del anillo piperidinico, este Nitrégeno interactia con residuos de
aminodcidos de la proteina, mas especificamente con el 4cido aspartico (ASP) 114 del receptor,
formando alli un puente salino, lo cual se debe a que el grupo carboxilo terminal del ASP114 se
ancla al grupo amino protonado (Kalani et al., 2004); ademas diversos estudios demostraron que
otros antipsicoticos con el nucleo butirofenona tienen como principal sitio de unién el anillo
piperidinico con el ASP 114, por lo que esta interaccién entre la macromolécula y el ligando es
considerada la parte fundamental de la union; adicionalmente, tiene un contacto hidrofébico con
PHE 110 y ILE 184 (Kalani et al., 2004) e interactla con otros residuos de aminoacidos como
PHE 410.

Por otro lado, cabe resaltar que el anillo piperidinico del haloperidol también es el principal sitio
por el cual ocurre la unién de los residuos de aminoacidos de los receptores Sigma 1, un ejemplo
de ello es el amino&cido GLU-172, el cual tiene una interaccion polar con el animo ionizable del
heterociclo, la PHE-107, que tiene una interaccién pi-cation con el grupo amino del anillo
piperidina 'y la ASP-126, la cual también interactda con el grupo amino mediante un puente salino
con el grupo COO-; por otro lado, la SER-117 presenta una interaccion polar con el grupo hidroxilo

gue se encuentra unido al anillo piperidinico (Melo, 2018)

2.5 Receptores Sigma

Los receptores sigma se componen de los subtipos sigma 1 y sigma 2. El receptor sigma 2
interactda con canales de Ca*? y K* y juega un papel importante en la diferenciacién celular;
mientras que el receptor sigma 1 es una proteina transmembranal compuesta por 223
amino&cidos y que contiene 2 residuos de arginina en la posicién N-terminal (Beltran et al., 2004).
Este receptor se encuentra localizado en la membrana plasmética y en las membranas
subcelulares, en donde se ha relacionado a funciones cerebrales tales como la memoria, el
aprendizaje, la depresion y la dependencia a drogas (Hayashi & Su, 2005). EI mecanismo de
accion por el cual dichos receptores actian es mediante una neurotransmision glutamatérgica,
en donde se lleva a cabo la regulacién de la actividad de glutamato, un neurotransmisor del
sistema nervioso central que influye en la regulacion de sistemas motores, sensitivos y cognitivos;

esta neurotransmision glutamatérgica es atribuida a los receptores NMDA,; estos receptores han



sido de gran interés en los Ultimos afios gracias a sus implicaciones en la plasticidad sinptica y
en la excitotoxicidad. La plasticidad sinaptica hace referencia a la capacidad del sistema nervioso
para modificar estructuras moleculares, cambios en la expresién genética y comportamientos,
estas propiedades permiten establecer conexiones sinapticas y contribuyen a las lesiones
producidas por algunas enfermedades neuroldgicas como Alzheimer, Parkinson, Deterioro
cognitivo, entre otras ( Martinez et al., 2020); mientras que la excitotoxicidad se refiere a una
apoptosis celular gracias a la hiperactivacion de los receptores NMDA, lo cual puede resultar en

trastornos neurodegenerativos y epilepsias (Medina & Escobar, 2002)

2.6 Dolor neuropatico

El dolor neuropatico es una enfermedad que se origina en el sistema nervioso (SN) como
consecuencia de una lesiéon primaria o un funcionamiento anémalo del mismo. Los sintomas de
esta enfermedad han sido descritos como un dolor quemante, continuo y punzante, hormigueo y
calambres; estas sensaciones normalmente se dan en una parte especifica del cuerpo y tiene
una mayor incidencia en personas de 45 a 65 afios de edad (Kern Pharma, 2021). El mecanismo
de accion de esta enfermedad gira en torno a los nociceptores, receptores sensoriales que son
capaces de emitir sefiales de dolor al sistema nervioso central y se localizan al final del axén de
una neurona sensorial. Lo que sucede en torno al dolor neuropético es que el propio sistema
nervioso confunde los estimulos normales (tales como temperatura y tacto) y los hace pasar por
estimulos dolorosos, el origen de este suceso en algunos casos puede no tener causa aparente
mientras que en otros casos puede ser producto de herpes zoster, diabetes, tumores, trastornos

hereditarios o0 una lesién en la médula espinal (Kern Pharma, 2021).

2.7 Modelos QSAR

El modelamiento QSAR (Quantitative Structure-Activity Relationships) es una metodologia
ampliamente utilizada en la industria farmacéutica ya que permite predecir la actividad fisica,
guimica o biolégica de nuevas moléculas, mediante un modelo matematico (Ospino et al., 2005).
Los modelos QSAR son una técnica computacional basada principalmente en la actividad
biologica que pueda tener una molécula al interactuar con el receptor de interés, de acuerdo a
las caracteristicas estructurales que presente dicha molécula. Para esto es necesario construir el
modelo mediante la evaluacién de moléculas ya existentes que tengan una actividad biolégica
conocida (Ki, 1Cso. DLso, etc.), la cual va actuar como la variable dependiente en el modelo,

mientras que se utilizan descriptores moleculares los cuales son diferentes caracteristicas que



pueden presentar las moléculas, tales como fisicoquimicas, topoldgicas, constitucionales, entre
otras, que se presentan como un dato numeérico, y seran las variables independientes del modelo.
Teniendo en cuenta la informacion obtenida en el modelo, es posible plantear modificaciones o

ajustes de moléculas ya existentes, y realizar una prediccién de su actividad (Das et al., 2015).

2.8 Descriptor molecular

Un descriptor molecular puede ser definido como una representacibn matematica de las
propiedades de las moléculas, lo cual permite describir cuantitativamente informacion
fisicoquimica de las moléculas, a partir de valores numéricos. Algunos descriptores moleculares
son utilizados en modelos predictivos ADMET, los cuales permiten correlacionar la estructura-
propiedad de las moléculas en funcibn de los valores numéricos de los descriptores.
(Chandrasekaran et al., 2018). Los descriptores moleculares se pueden clasificar segun su
dimensionalidad, por ende, se encuentran los no conformacionales y los descriptores basados en
conformacion, cabe resaltar que mientras mayor sea el descriptor, mayor informacién nos brinda
y tendrd mayor complejidad en su célculo (Saavedra, 2020).

Los no conformacionales se dividen en 0D, 1D Y 2D; los OD permiten identificar las caracteristicas
estructurales mas simples de una molécula, los 1D o permiten conocer las caracteristicas
estructurales basadas en grupos funcionales, mientras que los 2D son mas complejos, ya que
brindan informacién acerca de la presencia y naturaleza de los enlaces quimicos (Saavedra,
2020). Por otro lado, encontramos los descriptores conformacionales, los cuales también se
dividen en 3D o 4D; los 3D contienen informacion geométrica tridimensional de una molécula,
mientras que los 4D presentan el mayor nivel de complejidad y permiten caracterizar
numéricamente las interacciones presentes entre las moléculas y uno o varios sitios activos de

un receptor (Saavedra, 2020).



3. Planteamiento del problema

Los medicamentos antipsicoticos son el principal tratamiento para la esquizofrenia. Aunque estos
medicamentos no estan disefiados para curar la enfermedad, son de gran utilidad para disminuir
los efectos adversos y mejorar la calidad de vida del paciente; estos medicamentos se dividen en
antipsicoticos tipicos y antipsicéticos atipicos. Los primeros, tienen su principal accion en los
receptores dopaminérgicos, donde inhiben antagdénicamente la union entre la dopamina y su
ligando natural, mientras que los medicamentos antipsicéticos atipicos pueden inhibir los
receptores D2, pero su principal mecanismo de accion se debe a la interaccion con receptores
serotoninérgicos, colinérgicos, a-adrenérgicos e histaminérgicos (Fernandez et al., 2018). El
principal problema de los farmacos antipsicéticos, es que pueden producir efectos adversos
graves, en los antipsicoticos atipicos se ha demostrado que presentan efectos cardiacos,
alteraciones en el metabolismo lipidico y de la glucosa, aumento de peso, efectos
proconvulsivantes y en menor medida, sintomas extrapiramidales (Rivera, 2015). Algunos de
ellos, pueden estar relacionados con su afinidad por otro tipo de receptores. Mientras que los
antipsicoticos tipicos, presentan sintomas relacionados a los efectos extrapiramidales, los cuales
incluyen acatisia, parkinsonismo, reacciones disténicas agudas, discinesia tardia, entre otros
(Rivera,2015).

En vista de esta problematica, ha surgido la necesidad de buscar otro tipo de moléculas, que si
bien no son capaces de eliminar por completo los efectos adversos, pueden ser mas afines a los
receptores D2 y tener igual o mejor actividad bioldgica. Esto puede contribuir a una posible
minimizacion de efectos adversos gracias al uso de dosis mas bajas, pero con actividad similar a
los farmacos mas eficaces. Relacionado a ello, al evaluar la afinidad de dichos antipsicéticos por
los receptores sigma, es posible evidenciar también una actividad neuromoduladora, la cual actta
en el dolor neuropético, una enfermedad causada por un mal funcionamiento del sistema nervioso
central (Hernandez, 2018). Otra de las actividades atribuidas a los receptores sigma esta
relacionada a procesos de memoria, aprendizaje, analgesia y dependencia a drogas (Hayashi &
Su, 2005).

4. Pregunta de investigacion

¢Tendran las nuevas moléculas analogas al Haloperidol (disefiadas In silico) igual o mayor
actividad promisoria y afinidad a los receptores D2 dopaminérgicos en comparacion a los

antipsicoticos que se encuentran disponibles actualmente?



5. Objetivos

5.1 Objetivo general

Sintetizar nuevos analogos del haloperidol antagonistas a los receptores D2 dopaminérgicos que

tengan actividad promisoria antipsicética evaluada mediante el uso de modelos In silico.

5.2 Objetivos especificos

> Diseflar nuevos analogos al haloperidol antagonistas a los receptores D2 dopaminérgicos
mediante el uso de herramientas In silico, como docking molecular, QSAR y PreADMET que

presenten mejores caracteristicas (predichas y calculadas) a la de los farmacos conocidos.

> Disefiar las metodologias de sintesis de obtencién de los analogos propuestos.

A\l

Sintetizar los analogos promisorios, siguiendo los planteamientos anteriormente propuestos.

> Caracterizar los compuestos obtenidos mediante técnicas de elucidacion de estructuras

moleculares como RMN y espectroscopia infrarroja.
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6. Metodologia

Para llevar a cabo el modelamiento In silico, los procedimientos se realizaron acorde a los
objetivos planteados. Por lo cual, para el cumplimiento del primer objetivo se realizd un cribado
virtual basado en estructura y un cribado virtual basado en ligando, con el fin de obtener 2
analogos del Haloperidol con actividad promisoria. Posteriormente, para el cumplimiento del
segundo y tercer objetivo, se realiz6 el planteamiento de la sintesis de obtencion de los analogos
propuestos y se llevé a cabo el procedimiento en el laboratorio. Finalmente, para el cumplimiento
del cuarto objetivo se caracterizaron los compuestos mediante técnicas de elucidacion como RMN
y espectroscopia IR. A continuacién, se evidencia un diagrama general de la metodologia

empleada (Figura 2).

1 + Seleccion y disefio de los antipsicoticos
§u§qued§ + Optimizacion molecular
bibliografica » Seleccion del ligando en el Protein Data Bank

» Obtencion de los aminoacidos de interes

2 + Creacion del complejo ligando-receptor
» Acoplamiento molecular

* Eleccion de la mejor posicion

» Determinacion de las interacciones

Cribado virtual
basado en estructura

(. Registro del Ki de los antipsicoticos

3 « Analisis estadistico de las moleculas
Cribado virtual <  para la determinacion de outliers
basado en ligando » Eleccion de los mejores descriptores moleculares

|_ * Determinacion del mejor modelo QSAR

-
» Determinacion de la toxicidad de los analogos

4 . » Modificaciones estructurales de los farmacos
Sintesisdelos . planteamiento de la sintesis
analogos propuestos » Extraccion de los principios activos

+ Sintesis de los analogos propuestos

zacion d » Determinacion del espectro IR
Carlacterulacmn £ + Realizacion de la Resonancia Magnetica Nuclear
DSANAI0R0S * Evaluacion de los resultados

Figura 2: Diagrama general de la metodologia empleada en el desarrollo del proyecto

6.1 Cribado virtual basado en Estructura

El docking o cribado virtual basado en estructura es una técnica ampliamente usada en el
descubrimiento de farmacos, ya que describe el comportamiento de las moléculas en el sitio de
union de las proteinas diana, lo cual permite predecir energias y modos de interaccion entre

ligandos y proteinas (Velasquez et al., 2013).
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El proceso de acoplamiento consta de dos pasos: el primero permite describir el modo de
interaccion, es decir, la conformacién del ligando, su posicién y orientacion dentro del sitio. El
segundo, evalla la afinidad de unién entre ambas moléculas (Meng et al., 2011). Cabe resaltar
gue lo que se espera al realizar un docking molecular es lograr un complejo ligando- receptor con
una conformacién optimizada y una menor energia libre de union (Mir & Mahmood, 2017).

Teniendo en cuenta que existen gran cantidad de modos de unién entre el ligando y el receptor,
es importante mencionar que el algoritmo utilizado para llevar a cabo el docking es capaz de
muestrear las conformaciones del ligando en el sitio activo, clasificAndolas por medio de una

funcion de puntuaciéon (Meng et al., 2011).

Paso 1: Inicialmente se realizO una busqueda bibliografica sobre los diferentes tipos de
antipsicoticos comerciales y no comerciales con actividad biol6gica conocida, asegurandonos de

gue tuvieran el grupo farmacoéforo que caracteriza a las butirofenonas.

J *parametros: Bloc de notas J *parametros: Bloc de notas
Archive Edicién  Formato Ver Ayuda Archivo Edicién  Formate Ver Ayuda
receptor = 6luq.pdbgt receptor = 6djz.pdbqt
center_x = 3.889 center_x = -20.389
center_y = 18.472 center_y = 46.111
center_z = -9.556 center_z = -42.36l
size x = 26 size x = 24
size v = 26 size_y = 26
size z = 26 size z = 24
exhaustiveness = 9 exhaustiveness = 9
num_modes = 1 num_modes = 1

a) b)

Figura 3: Parametros generales utilizados en el docking molecular a) Parametros empleados
para llevar a cabo el Docking correspondiente a los receptores D2. b) Parametros empleados
para llevar a cabo el Docking correspondiente a los receptores Sigma 1

Paso 2: Posteriormente se disefiaron las estructuras en el software Avogadro, en donde también
se optimizaron usando el campo de fuerza MMFF 94s, ya que este esta parametrizado para ser
utilizado en compuestos organicos (Avogadro, 2018). Y finalmente se almacenaron en formato
pdb; estas estructuras fueron los ligandos, los cuales posteriormente se unieron al receptor D2
(macromolécula).

Paso 3: En el Protein Data Bank se identificé la macromolécula a la cual se unirian los ligandos,
se utilizo el codigo “6LUQ: Haloperidol bound D2 dopamine receptor structure inspired discovery

of subtype selective ligands” (Fan et al., 2020)
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Paso 4: Este archivo se subi6 al software Autodocktools, en donde se establecieron los
aminodcidos y las coordenadas del Grid Box y se maodificé la enzima, eliminando las moléculas
de agua y cualquier otro factor que pueda interferir con el proceso.

Paso 5: Teniendo en cuenta el paso 4, se realizé el acoplamiento, generando un archivo en
formato pdbqgt que contenia el complejo ligando-receptor; este archivo se agrupé en una carpeta
junto con las coordenadas del Grid Box (Figura 3) y un documento de la pagina oficial de Cygwin,
identificado como “vina_screen_local.sh”.

Paso 6: Se digitd el link de la carpeta y determinados comandos en el software Cygwin, que
permitieron llevar a cabo clustering 25 veces, ya que en este punto los resultados dejaron de
variar y empezaron a ser mas constantes, lo cual permitié obtener un promedio de la interaccion

del ligando con la macromolécula.

Busqueda
bibliografica de los ™ I D B >
ant|p51cot1cos PROTEIN DATA BANK '
Disefio de las Busqueda del Optimizacion Realizacion del Determinan las
moleculas ligando del ligando Clustering interacciones

Figura 4: Secuencia de pasos para llevar a cabo el docking molecular junto los respectivos
programas utilizados.

Paso 7: Con los resultados anteriormente obtenidos se identificaron las interacciones con el
ligando utilizando softwares como Autodock Vina y Pymol, los cuales nos indicaron los
aminoacidos del sitio activo y la distancia con el ligando (en Angstrém), mientras que Cygwin nos
brind6 informacién como la energia de enlace (kcal/mol) y la desviacién cuadratica media
(RMSD); destacando que todo el proceso nos permitié conocer cual es la mejor posicion del
ligando. En la figura 4 se explica de manera general la secuencia de pasos y los programas que
se tuvieron en cuenta para realizar el docking molecular.

Cabe resaltar que este procedimiento se llevd a cabo nuevamente con receptores Sigma 1,
teniendo en cuenta que este receptor se identifica en el PDB como “6DJZ: Human sigma-1
receptor bound to Haloperidol” (Kruse & Schmidt, 2018) y que se utilizaron estructuras de la

familia de las butirofenonas (por su gran similitud con el Haloperidol).

6.2 Cribado virtual basado en ligando
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Posteriormente, para la realizacion del Cribado Virtual Basado en ligando se realiz6 el
modelamiento QSAR el cual se utiliz6 para la prediccidn de la actividad biolégica de las nuevas
moléculas mediante el uso de una Red Neuronal Atrtificial.

Una Red Neuronal o Red Atrtificial, es un sistema de procesamiento de informacion basado en la
prediccion de valores estadisticos mediante el aprendizaje de patrones mediante el uso de
algoritmos (Morales, 2019).

Las capas hacen referencia a una cantidad determinada de nodos interconectadas entre ellas, y
pueden dividirse en capas de entrada, ocultas y de salida, siendo la primera donde se recibe la
informacion externa para el inicio del funcionamiento; las capas ocultas por su parte estan
interconectadas de manera interna sin tener contacto con datos exteriores, y finalmente la capa
de salida permite que se pueda realizar una extraccion de los datos (Menacho, 2014). En la figura
5 se presenta un diagrama de la estructura general de la red neuronal utilizada (Guevara et al.,
2022), en donde la capa de entrada hace referencia a los descriptores, la capa oculta el
coeficiente de determinacion R? y la capa de salida la actividad biolégica, que en este caso es el
Ki (Morales,2019).
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(3)
Capa de ) Capa de
entrada Capa oculta salida
(descriptores) (ICs0)

Figura 5: Estructura general de la red neuronal utilizada en el modelamiento QSAR (Morales
2019)

Cabe resaltar que el K; es una constante que permite conocer la afinidad de unién existente entre
un inhibidor y su enzima; de manera que puede predecir qué tan potente es dicha inhibicion y
analizar la concentracion necesaria del inhibidor para reducir la actividad que presente la enzima
(Busti, 2015). Es por ello que la constante de inhibicion es ampliamente utilizada en la industria
farmacéutica para evaluar la probabilidad que puede presentar un farmaco para inhibir la enzima
de interés, y la concentracion necesaria del medicamento para que esto suceda; ademas el Ki es
un valor independiente de la concentracion de la enzima, por lo que es ampliamente utilizada en
el desarrollo de modelos In silico (Darras & Ping Pang, 2017). A continuacion, presentamos los

pasos generales en el desarrollo del cribado virtual basado en ligando:
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Paso 1. Se realiz6 una busqueda bibliografica del K; de 19 antipsicéticos pertenecientes a la
familia de las butirofenonas.

Paso 2: Se determinaron posibles “outliers” en los farmacos elegidos mediante el desarrollo de
un boxplot y célculos estadisticos, logrando asi retirar aquellas moléculas que por sus valores
alejadas del valor media pudieran afectar la prediccion del modelo que se estaba planteando.
Paso 3: Teniendo en cuenta los valores de K; de las moléculas seleccionadas, se utilizo el
software PaDEL-Descriptor, de manera que se pudiera calcular los descriptores moleculares para
los antipsicéticos con actividad biol6gica conocida.

Paso 4: Se obtuvieron 3 descriptores moleculares; para esto, fue necesario descartar varios
descriptores moleculares hasta llegar a los mas éptimos, de manera que pudieran predecir
adecuadamente el K;, sin sobre ajustar el modelo. A continuacion, se muestra un diagrama

general (Figura 6) en donde se indican los filtros aplicados para la eleccion de los descriptores

moleculares:
1445 + Se eliminaron los descriptores que dieran un
descriptores valor de 0

Se eligieron 5 sudescriptores por cada descriptor

999 —> + Siun descriptor tenia mas de 5 subdescriptores,
descriptores se realizaba un mapa de color
120 » Se eligieron los descriptores que tuvieran mejor
descriptores correlacion descriptor-KI
« Se eligieron los descriptores que tuvieran mejor
32 e correlacion descriptor-descriptor
descriptores + Se evaluo la significancia quimica segun nuestras
* moleculas
3 ‘
; —1= * Se variaron factores como el numero de nodos y
descriptores el orden de los descriptores seleccionados

Figura 6: Filtros aplicados para la eleccion de descriptores moleculares en el desarrollo del
modelo QSAR
Teniendo en cuenta que por cada 5 moléculas se elige 1 descriptor, se eligieron 3 descriptores

para evaluar las 15 moléculas seleccionadas, con el fin de elegir un modelo que sea capaz de

predecir de manera 6ptima la actividad biolégica de las moléculas modificadas.
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6.3 Planteamiento de las Modificaciones

Las modificaciones se plantearon a partir del Haloperidol, ya que luego de evaluar las diferentes
moléculas comerciales y no comerciales, el Haloperidol cumple con el nacleo de butirofenona
buscado, ademas de que es comunmente usado y con un bajo precio (Dold et al., 2015; Rahman
& Marwaha, 2022), lo cual hace que este sea mas asequible.

Teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente, se plantearon algunas posibles modificaciones
gue se le pueden realizar al Haloperidol, conservando su nucleo o farmacoforo, para ello se
planted inicialmente realizar una reduccién al grupo carbonilo presente en la molécula, obteniendo
asi lo formacion de un grupo hidroxilo. Adicionalmente se planteo realizar reaccionar el producto
anterior con el fin de formar nuevas modificaciones, de manera tal que se evalu6 la posibilidad
de obtener éteres o ésteres a partir del grupo hidroxilo obtenido anteriormente.

Por otro lado, se plantearon otras posibles modificaciones de acuerdo a la estructura del
Haloperidol, tales como la formacion de iminas y enaminas en el grupo carboxilo (Figura 7a),
reacciones de sustitucion en el carbono a del grupo carbonilo (Figura 7b) y sustituciones

electrofilicas en los grupos aromaticos (Figura 7c).

a Cl b Cl | ¢ Cl
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Figura 7: Modificaciones planteadas a) Modificaciones iminas y enaminas. b) Modificacion de
Reacciones de Sustitucién ¢) Modificaciones Sustitucion Electrofilica

6.4 Prediccion de la Toxicidad

Otro factor clave para la eleccion de los analogos promisorios fue la evaluacion de toxicidad que
estos puedan presentar, por lo que fue necesario realizar la prediccion de dicha toxicidad
mediante el software de preADMET. De manera que se evaluaron las moléculas con mayor
potencial para ser sintetizadas y se realizé una comparacién de las mismas evaluando 4 pruebas
predichas por PreADMET: Carcino mouse,carcino rat, hERG inhibition y Ames test.

Finalmente, para seleccionar los 2 andlogos a sintetizar, tuvieron en cuenta los resultados
obtenidos en el cribado virtual basado en ligando (prediccion del Kj), el cribado virtual basado en
estructura (las energias de enlace y las interacciones con los aminoacidos seleccionados) y la

prediccion de la toxicidad realizada en PreADMET.
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6.5 Planteamiento de sintesis

Para el cumplimiento del segundo Yy tercer objetivo era necesario el planteamiento de la sintesis
de acuerdo a los resultados que se obtuvieron en el desarrollo In silico. El primer analisis
seleccionado consiste en la reduccién del grupo carbonilo del haloperidol, mientras que el
segundo y tercer analogo consisten en la esterificacion del grupo OH obtenido en la primera

sintesis, por lo cual se evaluaron diferentes rutas para llegar al resultado.

6.6 Extraccion del haloperidol
Se trituraron 60 tabletas de haloperidol marca Huma de 10 mg y se agrego agua en un beaker
para disolver aquellos excipientes solubles en agua (Ya que el principio activo no es soluble en
agua). Posteriormente se calent6 la muestra 40 °C, con el fin de que se disolvieran dichos
excipientes mas facilmente. Pasada media hora, se llevd a cabo una filtracion al vacio y se obtuvo
el sélido (Principio activo), el cual se secé en una estufa a 70°C, posteriormente se raspo el sélido
y se disolvié en 20 mL de diclorometano. A esta mezcla se le agregé sulfato de sodio anhidro
hasta garantizar la ausencia de agua y posterior a ello se llevd a cabo una filtracion para eliminar
los residuos solidos. El solido restante se concentr6 en el rotaevaporador y se caracterizd
mediante espectroscopia IR y PF; mientras que se le realizé seguimiento a la extraccion mediante
CCF.
6.7 Sintesis de los analogos

6.7.1 Sintesis del primer analogo
El primer analogo consiste en la reduccién del grupo carbonilo del haloperidol. Para la sintesis se
agrego tetrahidrofurano (THF), Hidruro de Litio y Aluminio (LiAIH4) y 375 mg del API a un balén,
se agitaron y se dejaron reaccionar durante hora y media, posteriormente el balén se puso en un
cristalizador con hielo ya que la reaccion es exotérmica; para culminar la reaccion mediante una
hidrdlisis acida se afiadié cuidadosamente HCl y agua, y se agregd acetato de etilo con el fin de
eliminar los restos de LiAlH4 en la reaccion. Se decanto la muestra conservando la fase organica
y se adicionaron 20 mL de brine o salmuera para eliminar los restos de acido del producto. Se
decant6 nuevamente para retirar el brine y se agreg6 sulfato de sodio anhidro para eliminar los
restos de agua. Finalmente se filtré el sulfato de sodio anhidro y se concentrd el producto en el
rotaevaporador para obtener la primera modificacion. Finalmente se obtuvieron 300 mg del
producto, lo cual indica que la reaccién tuvo un rendimiento del 80%, a pesar de que el

rendimiento fue 6ptimo, cabe destacar que
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6.7.2 Sintesis del segundo analogo
El segundo analisis consistié en la esterificacion del grupo hidroxilo del primer analogo. En
primera instancia, se agregaron 2 mL de Diclorometano (DCM), 110 uL de Trietilamina (TEA), 37
ML de Cloroformiato de etilo y 13 pL de acido férmico a un frasco Wheaton y se mantuvieron en
agitacion constante por 40 minutos aproximadamente, luego se procedié a agregar 100 mg de la
derivatizacion previamente pesados. La reaccion es exotérmica, por lo cual se dejoé en un bafio
de hielo durante aproximadamente 3 horas. Finalmente se realiz6 la purificacion del compuesto
mediante una extraccion liquido-liquido.
En primera instancia, al sélido se le agregd una mezcla de agua destilada y acetato de etilo con
el fin de disolver las sales formadas. Posteriormente dicha mezcla se decanté (realizando varios
lavados con agua y acetato de etilo) obteniendo la fase organica, a la cual se le agregé sulfato
de sodio anhidro para eliminar y garantizar la ausencia de agua. Finalmente se descarto el sulfato
de sodio anhidro y se concentro la fase organica en el rotaevaporador para analizar nuevamente
mediante espectroscopia IR y RMN.

6.7.3 Sintesis del tercer analogo
El tercer andlisis también consisti6 en una esterificacion, por cual se utilizaron las mismas
condiciones usadas para sintetizar el segundo analogo, con la diferencia de que se utilizaron 19
ML de acido acético a un frasco Wheaton y se mantuvieron en agitacion constante por 40 minutos
aproximadamente, luego se procedié a agregar 100 mg de la derivatizacién previamente pesados.
La reaccién permanecio en un bafio de hielo durante toda la noche a una velocidad de agitacion
de 1500 RPM; cabe resaltar que se le hizo seguimiento a la reaccion mediante CCF utilizando
como fase mévil Acetato de etilo- metanol 9:1.
Luego de finalizar la reaccion, se procedio6 a realizar la purificacion del compuesto mediante una
CC utilizando como fase movil Acetato de etilo- Hexano 20:1. Se determiné que 6 fracciones
tenian el compuesto, por lo cual se agregé mas disolvente a la columna y se recogieron otras 5
fracciones para obtener el compuesto retenido. En total, 11 tubos de ensayo tenian el compuesto
de interés, por ende, se mezclaron y se concentraron en el rotaevaporador. Finalmente se obtuvo

un total de 60 mg de derivacion, los cuales se caracterizaron mediante espectroscopia IR y RMN.
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7. Resultados y andlisis de resultados

7.1 Docking molecular

En la tabla 1 se presentan los resultados obtenidos del docking molecular para los receptores

sigma y los receptores D2, cuyas condiciones se especifican en el inciso 6.2. Cabe resaltar que

para establecer la mejor pose se tuvieron en cuenta pardmetros como la energia de afinidad, la

interaccion con los aminoacidos de interés (Tabla 2) y los valores de RMSD. A este Ultimo se le

establecio un limite de tolerancia de 2 A +/- 0,3 (Rabal, 2007), ya que este permite elegir la pose

con mayor semejanza a la conformacion nativa posterior al acoplamiento (Velasquez et al., 2013).

Es importante recalcar como se menciond anteriormente, que este docking se realizé 25 veces

para tener una mayor robustez de los datos y se esperan resultados bajos, que indiquen una

interaccion mas efectiva.

Tabla 1: Resultados del docking molecular y criterios para la seleccion de la mejor pose.

Receptores D2 Receptores Sigma 1
Energia de union Mejor rmsd |I.b | Energia de unién Mejor rmsd |.b
promedio pose (A) promedio (kcal/mol)| pose (A)

# Ligando (kcal/mol)

1 Azaperona -9,08 1 0,000 -10,48 1 0,000
2 Benperidol -10,19 1 0,000 -11,95 1 0,000
3 Bromperidol -9,92 5 1,490 -11,40 2 1,229
4 Butropipazona -9,20 1 0,000 -10,95 1 0,000
5 Domperidona -10,58 1 0,000 -12,15 3 1,366
6 Droperidol -10,34 1 0,000 -11,86 1 0,000
7 Espiperona -10,76 1 0,000 -10,21 4 1,376
8 Fluanisona -9,29 3 2,290 -10,07 1 0,000
9 Fluspirileno -9,90 3 2,070 -9,60 1 0,000
10 Fluspiperona -9,90 1 0,000 -9,94 1 0,000
11 Haloperidol -9,60 1 0,000 -10,74 2 2,017
12 Haloperidida -10,80 2 1,640 -9,08 2 1,369
13 Melperona -8,77 1 0,000 -8,40 1 0,000
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14 Moperona -10,24 1 0,000 -11,50 3 1,400
15 Penfluridol -10,46 1 0,000 -11,01 3 1,355
16 Pimozida -11,41 2 1,140 -12,00 2 0,625
17 Pipamperona -9,42 1 0,000 -10,21 3 1,997
18 Timiperona -7,34 1 0,000 -11,17 1 0,000
19 Trifluperidol -10,34 1 0,000 -11,82 1 0,000

En latabla 1y la tabla 2 se presentan los aminoacidos y sus respectivas distancias calculadas o

estimadas mediante el software Pymol en la interaccion de los farmacos antipsicoticos con los

receptores D2 y con los receptores Sigma. En la tabla 2 es posible identificar 4 aminoacidos de

los receptores D2, en donde consideramos que las interacciones mas importantes son con el ASP

114 y con la PHE 110, ya que estas son las principales interacciones del Haloperidol, mientras

gue para los receptores Sigma 1, los aminoacidos mas importantes son GLU 172 y PHE 107, ya

gue presentan interacciones directas con el grupo amino de la estructura del haloperidol.

Tabla 2: Distancia de las interacciones entre los antipsicéticos y los aminoacidos de interés de
los receptores D2 y sigma 1

RECEPTORES D2

RECEPTORES SIGMA 1

Antipsicéticos | PHE 110 | ASP 114 | PHE 410 | ILE184 | GLU 172 | ASP 126 | SER 117 | PHE 107
Literatura A) A) A) ) A) R) R) R)
1 3,5 NA 3,6 NA 3,1 3,0 2,8 3,8
2 NA NA 3,5 3,7 2,8 NA 3,2 3,9
3 3,6 3,4 3,7 NA 3,1 NA 3,7 3,0
4 3,5 NA 3,6 NA NA NA NA NA
5 3,7 NA 3,4 3,7 3,2 NA 3,8 NA
6 3.7 NA 3,2 3,5 NA NA 3,8 NA
7 3,5 3,3 3,7 3.8 NA NA NA NA
8 3,4 3,3 3,8 3,8 3,2 NA 3,6 3,0
9 3.4 NA 3,7 3,6 NA NA 3,5 3,6
10 34 2,9 3,3 3,7 3,7 NA 3,3 3,6
11 2,3 3,2 3,5 NA 2,9 NA 2,9 2,9
12 3,7 NA 3,6 3,7 3,1 NA 3,0 2,3
13 NA NA 3,5 3,7 3,0 NA 3,6 3.4
14 3,8 NA 3,7 3.4 3,7 NA NA 3,1
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15 NA NA 3,6 NA 3,5 NA 3,1 NA
16 3,9 3,5 3,4 3,5 3,0 NA 3,2 3,2
17 NA 3,5 3,5 3,7 2,2 3,5 3,6 NA
18 3,7 31 3,6 3,8 3,5 NA NA 3,7
19 3,6 NA 3,5 3,3 2,7 NA 3,6 NA

En la figura 8 se presenta un esquema general en Pymol sobre la distancia de los aminoacidos
de la macromolécula (Receptores D2 en este caso) y el ligando; de esta manera se determinaron
la distancia entre los aminoacidos de interés: ASP114, ILE184, PHE110 y PHE410, y las
moléculas a evaluar presentados en la Tabla 2; las lineas amarillas presentes en la imagen
indican la distancia en Amstrong, que fue uno de los pardmetros claves para evaluar en el modelo.
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Figura 8: Distancia de los aminoacidos de interés frente a los receptores D2
En la tabla 3 se muestran algunas de las modificaciones planteadas, los sustituyentes y el
principal cambio a realizar. Estas, fueron las modificaciones mas representativas, pues mostraron

mejores resultados en el docking molecular y del modelamiento QSAR.

Tabla 3: Modificaciones realizadas con sus respectivos sustituyentes

Reduccion Eterificacion Esterificacion
Cl Cl Cl
R
R o=,
OH OH o OH (o] OH
/@/KAJN /@)\/\/N /@/k/\/'“
F F F
# Mod. Sustituyente (R) # Mod. Sustituyente (R) # Mod. Sustituyente
(R)
Mod 1 Hidroxilo Mod 2 Metilo Mod 9 H
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Mod 3 Etilo Mod 10 Metilo
Mod 4 Propil Mod 11 Etilo
Mod 5 Butilo Mod 12 Propilo
Mod 6 Pentilo

Mod 7 Fenilo

Mod 8 Bencilo

Posterior al planteamiento de las modificaciones indicadas en la tabla 3, se procedié a evaluar

mediante docking molecular la afinidad que estas moléculas tendrian con los receptores D2 y con

los receptores Sigma 1. Como se presenta en la tabla 4 donde se presentan las modificaciones

junto su mejor pose, energia de union y el valor de rmsd |.b, que como se indicé en el inciso 7.1

se esperaba que no superara los 2,0 A+/- 0,3 A.

Tabla 4: Resultados del docking molecular de las modificaciones y criterios para la seleccion de

la mejor pose

RECEPTORES D2 RECEPTORES SIGMA 1
Energia de Energia de
union uniéon
Modificacién | promedio rmsd |.b promedio rmsd I.b

(kcal/mol) Mejor pose (A) (kcal/mol) Mejor pose (A)
Mod 1 -10,10 1 0,000 -11,38 1 0,000
Mod 2 -9,70 1 0,000 -10,90 1 0,000
Mod 3 -10,10 1 0,000 -10,65 1 0,000
Mod 4 -9,90 1 0,000 -11,00 1 0,000
Mod 5 -9,70 1 0,000 -10,46 1 0,000
Mod 6 -9,70 2 1,145 -10,26 1 0,000
Mod 7 -11,00 1 0,000 -9,90 1 0,000
Mod 8 -10,90 1 0,000 -10,81 1 0,000
Mod 9 -10,10 1 0,000 -10,49 1 0,000
Mod 10 -10,20 1 0,000 -11,02 2 1,481
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Mod 11 -10,10 1 0,000 -10,79 1 0,000

Mod 12 -10,00 1 0,000 -10,80 1 0,000

Halop. -9,60 1 0,000 -10,74 2 2,017

En la tabla 4 se presenta una comparacion entre las modificaciones realizadas y el ligando de
referencia (Haloperidol), en donde es posible observar que todas las modificaciones presentaron
valores menores en comparacion con el valor de referencia, lo que indica una mejor energia de
unién a los receptores D2. Adicionalmente, es posible observar que las modificaciones 1y 10 son
las que presentan una mejor energia de unién a los receptores Sigma 1, con una energia de -
11,39 kcal/mol y -11,02 kcal/mol respectivamente. De igual manera, tienen excelentes energias
de unién por lo receptores D2 (10,10 kcal/mol y 10,20 kcal/mol) por lo cual se estima que podrian
ser buenos candidatos, sin embargo, también es necesario identificar las interacciones con los
aminodcidos elegidos, la toxicidad de los ligandos y la actividad biol6gica con el fin de determinar
cudles son las modificaciones mas promisorias para sintetizar. Se puede observar en la tabla 5
gue todas las modificaciones presentan interaccion con al menos un aminoacido de interés, lo
cual soporta los bajos valores de afinidad obtenidos en el docking molecular. Aquellos
aminoacidos en los que el valor se encuentra NA, indica que el aminoacido no presenta
interaccion, o se presenta una alta distancia, lo que indica que no presenta interacciones con el
ligando.

En la figura 8 se presenta un esquema general utilizando el programa de Pymol, donde se
determina las distancias que presentan los aminoacidos de interés de los Receptores D2 con el

ligando a evaluar; donde se pretende det

Tabla 5: Interacciones calculadas usando Pymol entre las modificaciones y los amino&cidos de
interés de los receptores D2 y sigma 1

RECEPTORES D2 RECEPTORES SIGMA 1

PHE 110 | ASP 114 | PHE 410 GLU 172 | ASP126 | SER117 | PHE 107
# A) A) A) ILE 184(A) A) A) A) A)
Mod 1 3,6 2,3 36 3,6 NA NA 2,4 3,7
Mod 2 3,7 NA 36 3,6 NA NA NA 3,5
Mod 3 3.6 NA 37 35 NA 34 2,8 NA
Mod 4 35 NA 35 3.4 2,6 NA 37 2,9
Mod 5 3.3 NA 3.4 35 2,7 NA NA NA
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Mod 6 3,5 3,3 2,4 34 3,3 NA NA 3,7
Mod 7 3,4 NA 3,4 3,3 2,7 NA NA 3,5
Mod 8 3,6 NA 34 3,3 NA NA 3,3 2,6
Mod 9 3,5 NA 34 3,7 NA NA NA 3,9
Mod 10 34 NA 34 3,7 NA 2,7 2,2 NA
Mod 11 3,6 NA 3,3 3,5 NA NA 3,6 NA
Mod 12 3,6 NA 3,3 3,5 3,0 2,7 NA 3,7

7.2 Modelo QSAR

Para realizar el modelo QSAR se recopilaron los valores de K; para cada analogo y se llevo a
cabo un analisis estadistico para identificar posibles outliers, con el fin de que dichas moléculas
no afectaran la precision del estudio. En la figura 9 se evidencia un boxplot, en donde los
percentiles 25% y 75% corresponden a los valores 0,26 y 3,6,mientras que el valor adyacente
mas bajo es 0,084 y el valor adyacente mas alto es 4,0, lo cual indica que cualquier dato que esté
por fuera de dichas especificaciones se puede considerar como un outlier. También es posible
observar que la parte derecha de la caja es mayor que la izquierda, lo cual indica que los valores
mayores a 0,8 (mediana) se encuentran mas dispersos que los valores menores a 0,8. Teniendo
en cuenta lo anterior, se infiere que hay 3 outliers presentes en las moléculas seleccionadas, los
cuales corresponden a la azaperona, la butropipazona y la pipamperona, cuyos valores de K, son
52 nM, 44 nM y 93 nM, respectivamente. Razén por la cual, dichas moléculas fueron eliminadas

para llevar a cabo el modelo QSAR, ya que podrian brindar un valor de R poco confiable.

Boxplot KI
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Figura 9: Gréfico de Boxplot obtenido en Matlab para la determinacion de outliers de los
antipsicoticos.

Segun lo anteriormente mencionado, se eligieron 15 moléculas pertenecientes a la familia de las
butirofenonas, que ademas contaban con datos bibliograficos existentes sobre la actividad
biologica en Ki con el receptor Dopaminérgico D2, estos son presentados en la tabla 6 que se
muestra a continuacion., en donde se resalta el K, del Haloperidol, ya que en base a este se
realizaran las modificaciones a los analogos promisorios. Es importante destacar que un bajo
valor de Kjindica una alta afinidad de unién entre el inhibidor y la enzima, por lo cual se puede
inferir que moléculas como la timiperona (K. 0,084) y el haloperidol (Ki. 0,12) tienen una alta
afinidad de unién a los receptores D2, mientras que moléculas como la melperona (K. 3,6) o la
fluanisona (K, 4,0) presentan valores mas bajos, factor que podria influir en la dosis, ya que se
espera que al tener un menor valor de K,, se requiera menos dosis para lograr un efecto
terapéutico.

Tabla 6: Antipsicoticos comerciales utilizados en el estudio con su respectivo Ki y fuente.

Molécula Ki (nM) Fuente Molécula Ki (nM) Fuente
(Benperidol | C22H24FN3O2, (Megens & Kennis,
Benperidol 0,300 n.d.) Haloperidida 0,800 1996)
(Haloperidol |
Bromperidol 1,000 (Burstein et al., 2005) Haloperidol 0,120 C21H23CIFNO2, n.d.)
(Domperidone |
Domperidona 0,880 C22H24CINsO2, n.d.) Melperona 3,600 (Burstein et al., 2005)
(Droperidol | C22H22FN3Oz2,
Droperidol 0,800 n.d.) Moperona 0,700 (Burstein et al., 2005)
(Spiperone | C23H26FN3O2, (Megens & Kennis,
Espiperona 0,260 n.d.) Pimozida 1,200 1996)
(Machiyama et al.,
Fluanisona 4,000 (Megens & Kennis, 1996) Timiperona 0,084 1998)
Fluspiperona 0,260 (Megens & Kennis, 1996) | Trifluperidol 0,400 (Burstein et al., 2005)
Fluspirileno 0,200 (Burstein et al., 2005)

Luego de recopilar la informacion sobre la actividad biolégica de las estructuras, se procedié a
realizar los ensayos para elegir un modelo que permita predecir de manera 6ptima el K;de los
ligandos modificados. Los parametros que se tuvieron en cuenta fueron el nimero de nodos, que

tuviera un R2 > 0.7 y una correlacién descriptor vs descriptor < 0,4 (Nettleton, 2014).
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7.2.1 Eleccion de los descriptores

Tal y como se explica en la metodologia, para la eleccién de descriptores se realizaron varios
ensayos y se hallé la correlacién descriptor vs descriptor probando diferentes descriptores,
determinando que los mas adecuados son ALogp2, AMR y topoPSA, ya que como se evidencia
en la figura 10a, estos presentan una correlacion < 0.4, lo cual indica que no hay una alta
colinealidad entre los descriptores y se evita sobreestimar el modelo usando dos descriptores
similares. Por otro lado, la figura 10b representa la correlacion descriptor vs K, en donde es
posible observar que el descriptor TOpoPSA tiene la correlacion més alta, lo cual contribuye a la
obtencién de un buen R2,

Correlacion Descriptor vs Kl

Correlacion descriptor vs descriptor

Alogp2

AMR Kl -0.3311 . -0.5788 i

TopoPSA

Alogp2 AMR TopoPSA

a) b) Alogp2 AMR TopoPSA KI
Figura 10: Mapas de color. a) Correlacion descriptor vs descriptor. b) Correlacion descriptor
vs Ki

> ALOGP?2: Este descriptor hace referencia al coeficiente de Agua/Octanol de Ghose Crippen
elevado al cuadrado (Environmental Protection Agency, 2008)y puede estar relacionado al
comportamiento hidrofébico que presenta la molécula evaluada (Onli et al., 2013. Este
descriptor tiene relevancia quimica para el desarrollo del modelo gracias a su propiedad de
evaluar la hidrofobicidad de la molécula, pues como se menciond en un apartado anterior (4,4)
entre los factores claves para la union del haloperidol a los receptores D2 son los contactos
hidrofébicos con los residuos de aminoacidos.

> AMR: Este descriptor hace referencia a la Refractividad Molar de Ghose Crippen y puede indicar
o medir la polarizabilidad que presentan los electrones en una molécula; ademas puede tener
un papel importante en el andlisis de la union ligando receptor, gracias a que puede relacionar
también dicho volumen con las fuerzas de dispersion de London que se presenten en la union
(Padron et al., 2001).

> TopoPSA: Es un descriptor topoldgico, el cual hace referencia al Area Superficial Topologica.
Este representa el area polar que tiene una molécula, lo cual sirve para la prediccion de su

comportamiento frente al transporte hacia la BH, de manera que un alto valor del area superficial
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indica un comportamiento desfavorable, mientras que un bajo valor indica un transporte

favorable (Ertl et al., 2000).

7.2.2 Eleccioén del modelo

Luego de elegir los descriptores, se procedié a elegir el modelo adecuado, obteniendo un R?
ajustado de 0,733 utilizando 550 nodos (Figura 11). Cabe destacar que en el proceso se
descubrié que, al cambiar el orden de los descriptores, variaba el valor de R?, por lo cual se
determiné que la combinacién que daba un mejor coeficiente de determinacion es ALogp2- AMR
-TopoPSA, por lo que seria un modelo mas predictivo.

Adicionalmente se realiz6 una blsqueda bibliografica para evaluar si se han presentado estudios
o0 investigaciones sobre modelos estadisticos para el desarrollo de medicamentos antipsicoticos,
aungue no se obtuvieron resultados que nos guiaran o sirvieran en el desarrollo de nuestro
proyecto, se encontrd uno relevante el cual hace referencia a la realizacion de un modelamiento
QSAR donde se utilizan diferentes familias de farmacos antipsicéticos para su construccién, con
la utilizacion de 179 estructuras para su desarrollo y logrando asi un modelo predictivo para
nuevos compuestos(Zieba et al., 2019); sin embargo al tener diferentes familias de estructuras
en el desarrollo, podria no ser del todo confiable las variables predichos para los nuevos
analogos, de esta manera consideramos nuestro proyecto innovador con potencial para el
desarrollo de nuevos farmacos antipsicoticos.

a) b)

rR? according to hidden layer nodes P R? according to hidden layer nodes

S

0.8
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Final R%

0.5

— — —Adjusted R® Final R?

#  R?=0.733 using 38 hidden layer nodes | | 04f

L 1 L

Maximum R? = 0.849 using 137 hidden layer nodes | |

100 200 300 400
Hidden layer nodes

300 600 0 500
Hidden layer nodes
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Figura 11: R? del modelo seleccionado simulado en Matlab. a) R? Ajustado. b) R> Maximo
El R? nos permite conocer que tan bien se ajusta el modelo a los datos, por ende, este va a
incrementar siempre que se le agregue un descriptor, incluso si las variables no tienen relevancia
estadistica en el modelo, lo cual no nos brindara un resultado veridico (Soporte Mintab18, n.d.).
Es por ello que el R? ajustado brinda un resultado méas confiable, ya que este esta construido para

ajustar la inclusion de descriptores y por ende, solo toma en cuenta aquellas variables que tienen
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relevancia, lo cual evita un sobreajuste del modelo (Dominguez et al., 2019). Este valor también
indica la capacidad predictiva del modelo, ya que cuanto mayor sea el valor de R?, mayor va a
ser la capacidad predictiva (Soporte Mintab18, n.d.). La confiabilidad de los datos no solo se ve
expresada en el valor del R2 ajustado (0,733), también se ve expresada en el la varianza que hay
entre el kitedrico y el ki predicho. Por ejemplo, el Bromoperidol tiene un kide 1,0, mientras que el
ki predicho dio 1,31; el haloperidol tiene un kide 0,12, mientras que el ki predicho dio un resultado

de 0,17, lo cual indica que la capacidad predictiva y confiabilidad del modelo es bastante alta.

7.2.3 Prediccion del K;
Luego de elegir el modelo adecuado, se calcul6 el valor de actividad biol6gica (Ki) de las
moléculas modificadas utilizando como base los valores de las moléculas comerciales, para ello
se tuvo en cuenta la red neuronal y el software Matlab, obteniendo los valores que podemos
observar en la tabla 7. Por otro lado, las moléculas utilizadas para el modelo QSAR tienen un K;
gue varia desde 0,084 hasta 4,0 nM, y al observar los valores predichos es posible identificar que
todos se encuentran en ese rango, lo cual indica que pueden ser potenciales antipsicéticos y de

manera general, cumple con los objetivos planteados.

Tabla 7: Modificaciones planteadas y su respectivo valor de Ki predicho por el modelo QSAR

Modificacion | Ki (nM) [ Modificacion Ki (nM) | Modificacién | Ki (nM)
Mod 1 1,7 Mod 5 1,86 Mod 9 0,91
Mod 2 2,31 Mod 6 1,81 Mod 10 1,03
Mod 3 2,30 Mod 7 1,54 Mod 11 0,98
Mod 4 1,97 Mod 8 191 Mod 12 1,03

7.3 Determinacion de la toxicidad

En primera instancia, fue necesario realizar la prediccion de la toxicidad utilizando el software
PreAdmet y evaluando 4 diferentes pruebas que ya fueron descritas anteriormente. En la tabla 8
es posible observar los resultados de la toxicidad de 19 antipsicéticos comerciales, en donde se
encontré que la mayoria de los farmacos son mutagenos, dan negativo para las pruebas de
Carcino Mouse y Carcino Rat y presentan un riesgo medio en la prueba de hERG inhibition, lo

cual permitié establecer cuales son los limites para evaluar las modificaciones planteadas , ya
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gue las moléculas que presentaran un resultado positivo en Carcino Mouse y Carcino Rat y un

riesgo alto en hERG inhibition, se descartaron inmediatamente.

Tabla 8: Resultados de pruebas de toxicidad para cada antipsicético

Antipsicotico Amest_test Carcino Mouse Carcino Rat hERG_inhibition
Azaperona Mutageno Negative Negative Medium Risk
Benperidol Mutageno Positive Negative Medium Risk

Bromperidol Mutageno Negativo Positivo Medium Risk

Butropipazona No mutageno Negativo Negativo Medium Risk

Domperidona Mutageno Positivo Negativo Medium Risk
Droperidol Mutageno Positivo Negativo Medium Risk
Espiperona Mutageno Negativo Negativo Medium Risk
Fluanisona Mutageno Negativo Negativo Medium Risk
Fluspirileno Mutageno Negativo Negativo Medium Risk

Fluspiperona Mutageno Negativo Negativo Medium Risk
Haloperidol Mutageno Negativo Negativo Medium Risk

Haloperidida Mutageno Negativo Negativo Medium Risk
Melperona Mutageno Negativo Negativo Medium Risk
Moperona Mutageno Negativo Negativo Medium Risk
Penfluridol No-mutageno Negativo Negativo Medium Risk

Pimozida Mutageno Positivo Negativo Medium Risk

Pipamperona Mutageno Negativo Negativo Medium Risk
Timiperona Mutageno Negativo Positivo Medium Risk

Trifluoperidol Mutageno Negativo Negativo Medium Risk

En la tabla 9 es posible observar los resultados de las 4 pruebas de toxicidad realizadas a las 13
modificaciones planteadas. Los resultados indican que todas las modificaciones cumplen con los
criterios establecidos anteriormente y son similares a los resultados obtenidos por el haloperidol,
por lo cual podrian ser buenos candidatos. En el caso de la modificacién 7, se observa que dio

un resultado no mutageno a Ames test, lo cual indica que este seria el candidato menos toxico.

Tabla 9: Resultados de pruebas de toxicidad para cada modificacién planteada
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Modificacién Amest_test Carcino_mouse Carcino_rat hERG_inhibition
Mod 1 Mutageno Negativo Negativo Medium Risk
Mod 2 Mutageno Negativo Negativo Medium Risk
Mod 3 Mutageno Negativo Negativo Medium Risk
Mod 4 Mutageno Negativo Negativo Medium Risk
Mod 5 Mutageno Negativo Negativo Medium Risk
Mod 6 Mutageno Negativo Negativo Medium Risk
Mod 7 No mutageno Negativo Negativo Medium Risk
Mod 8 Mutageno Negativo Negativo Medium Risk
Mod 9 Mutageno Negativo Negativo Medium Risk
Mod 10 Mutageno Negativo Negativo Medium Risk
Mod 11 Mutageno Negativo Negativo Medium Risk
Mod 12 Mutageno Negativo Negativo Medium Risk

7.4 Eleccion de los analogos

La primera modificacion elegida fue la reduccion del grupo carbonilo, ya que presenta una buena
energia de unién tanto para los receptores D2 como para los receptores Sigma 1, adicional a ello,
el andlogo presenta una muy buena afinidad con el aminoacido ASP 114 y con casi todos los
aminodcidos de interés. En cuanto a los resultados de la toxicidad y del modelo QSAR, estos se
encuentran dentro del limite establecido, por lo cual se procedidé a realizar el planteamiento
general de la sintesis, encontrando que es una sintesis econdémica, cuyos reactivos estan
disponibles en el laboratorio.

Por otro lado, se eligi6 como segundo analogo la modificacién 9 la cual est4 determinada por la
esterificacion del analogo 1 elegido previamente; esta se eligié por diversas razones, entre ellas
se encuentra que presenta una alta afinidad por los receptores D2 y para los receptores sigma,
como se observa en la tabla 4, ademas tiene una buena interaccion con los aminoacidos de
interés, como es el caso en los receptores D2 con PHE 110 y ILE 184. Adicionalmente tiene un
bajo valor de Ki en comparacion de las otras modificaciones planteadas, siendo esta de 0,91 nM
y por tanto presenta una mejor actividad biol6gica; mientras que en las pruebas de toxicidad se
presentaron resultados dentro de los limites especificados, por lo que se eligi6 como segundo

analogo a sintetizar.
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Finalmente, y teniendo en cuenta que no se realizo la sintesis del segundo analogo de manera
adecuada, se eligié una tercera modificacion la cual cumpliera con los criterios analizados; para
esta se eligié la modificaciéon 10, la cual de manera similar a la modificacién anterior presenta
adecuados valores de energia de unidén para los receptores sigma y receptores D2 (-11,20
kcal/mol y -10,20 kcal/mol respectivamente). También cuenta con interaccién con aminoacidos
del sitio activo de la macromolécula como PHE 110, ILE 184 y PHE 410.

En cuanto a la actividad bioldgica, esta modificacién presenta un K; predicho de 1,03 nM, siendo
de los valores mas bajos, y por tanto con mejor actividad de las modificaciones planteadas. Su
toxicidad se encuentra entre los limites establecidos, por lo que se realizé el planteamiento de su
sintesis, y se consideré6 como ventaja la disponibilidad en el laboratorio de los reactivos
necesarios para la sintesis planteada, por lo que se eligié como tercer analogo.

7.5 Planteamiento de la ruta sintética

En la figura 12 es posible observar la ruta sintética para el primer analogo. La primera opcion
consiste en una reduccion con NaBH4, sin embargo, teniendo en cuenta la disponibilidad en el
laboratorio y el precio del mismo, se determin6 que no era viable. Por otro lado, se puede llevar
a cabo una hidrogenacién catalitica mediante H,y un metal noble como el Pt o el Pd, sin embargo,
estos son metales raros y altamente costosos, lo cual los hace poco asequibles, ademas son
poco reactivos, lo cual podria dificultar la reaccién; adicional a ello, el hidrdgeno gaseoso requiere
de un manejo cuidadoso. Teniendo en cuenta lo anteriormente mencionado, se eligi6 el LiAlHa4,
ya que es mas asequible gracias a su precio y disponibilidad en el laboratorio, ademas es un
agente reductor mas potente que el Borohidruro de sodio, por lo cual se determiné que es la

opcion mas viable para llevar a cabo la reduccién
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NaBHa
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N ’ N
Hz.-"Pt 3
T
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Figura 12: Ruta sintética planteada del primer analogo

Para el segundo y el tercer analogo se plante6 una ruta sintética como se observa en la figura
13, donde se pretende realizar una esterificacion con acido acético a partir del analogo 1 ya
sintetizado; la primera opcidn consiste en realizar una esterificacion de Fischer, utilizando como

agente catalizador el Acido Sulfurico. Sin embargo, esta sintesis puede presentar algunas
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desventajas, una de ellas se debe al comportamiento cinético y termodinamico de la reaccion, ya
gue esta reaccion presenta reversibilidad termodinamica, por lo que seria necesario utilizar un
exceso de reactivo o estar eliminando constantemente el agua producida y teniendo también una
velocidad de reaccion lenta (Khan et al., 2021) ademas el Acido Sulfdrico es un reactivo
controlado, por lo tanto puede complicarse la obtencion o utilizacién del mismo.Teniendo en
cuenta esto, se optd por realizar la esterificacion mediante la segunda opcién la cual se basa en
la formacién de anhidridos de acido, mediante la reaccién del cloroformiato de etilo y un acido
carboxilico. Este anhidrido activado reacciona con el grupo hidroxilo del compuesto, generando
la esterificacién y siendo una reaccion irreversible, logrando ser una mejor alternativa para la
sintesis (Chemistry LibreTexts, 2021).

cl
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OH OH -COOH 2 O OH
H
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Figura 13: Ruta sintética del segundo y tercer analogo
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8. Parte experimental

8.1 Extraccién del Haloperidol

La extraccion del API se siguié mediante CCF utilizando como fase mévil Acetato de etilo -
metanol 1:1 y acido molibdico y UV como reveladores. Fue posible determinar que la
muestra estaba pura, ya que no se evidencia la presencia de otros compuestos (manchas)
ademas del producto de interés. Teniendo en cuenta que posiblemente el compuesto
estaba puro, determinamos el punto de fusién. El punto de fusién del haloperidol se
encuentra en un rango de 149 °C-155 °C (HALOPERIDOL, n.d.), mientras que el punto de
fusion experimental dio un resultado de 153 °C, lo cual indica que el PF concuerda con el
establecido en literatura. Por ultimo, se realizdé una espectroscopia IR (Figura 14) y lo
comparamos con el registrado en literatura. Se identificaron bandas representativas del

haloperidol que permiten confirmar la identidad del compuesto.
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Figura 14: Espectro IR experimental del Haloperidol tomado por ATR
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Figura 15: Espectro IR tomado de literatura del Haloperidol tomado por transformada de Fourier
(GuieChem, n.d.)

Como podemos observar en la figura 15, se realiza una comparacién entre el espectro IR
experimental del haloperidol y el espectro IR tomado de la literatura (GuieChem, n.d.). Una de las
bandas mas representativas del espectro se encuentra en 1681 cm, la cual es una banda con
vibracién de tension asociada a la presencia del grupo carbonilo (C=0) presente en la molécula
(Silverstein et al., 1998); por otro lado, la banda de tensién en 2821 hace referencia al enlace C-
H aromatico, mientras que la banda en 827 cm™ hace referencia al =C-H para-sustituido
(Silverstein et al., 1998). En cuanto a los halégenos, la banda de estiramiento en la region de
1221 cm™representa en enlace C-F, mientras que la banda en 740 cm™representa en enlace C-
Cl (Silverstein et al., 1998). Por ultimo, el N que hace parte del anillo piperidina se ve reflejado en
la banda con vibracién de flexién en 1500 cm™.con Si se compara el espectro experimental con
el obtenido en la literatura, es posible observar que los 2 espectros son muy similares y tienen
las mismas bandas mencionadas anteriormente, mientras que las diferencias radican en que un
espectro fue tomado por ATR y el otro con KB, lo cual puede influir en la intensidad de las bandas.
Para el cumplimiento del ultimo objetivo, se procedi6 con la caracterizacion de cada uno de los
analogos mediante diferentes técnicas de elucidacion estructural tales como RMN H! y

espectroscopia IR.
8.2 Primer anélogo

8.2.1 Espectroscopia IR

La espectroscopia IR es una técnica analitica que se basa en la capacidad de las moléculas para
absorber la luz en la regién infrarroja del espectro electromagnético (Bruker, n.d.). El fenémeno
inicia cuando una molécula absorbe la energia de un haz de luz infrarroja, cabe destacar que la
absorcion de luz es caracteristica de la naturaleza de los enlaces quimicos presentes en la
muestra; en consecuencia, la molécula empieza a presentar un movimiento vibratorio, producto
de la energia suministrada mediante luz infrarroja (Bruker, n.d.).

Para el desarrollo de los espectros se utilizé el Espectrofotometro Bruker Alpha System; en la
figura 16 se presenta el espectro obtenido del primer anélogo,alli se observan diferentes bandas
representativas de la molécula. Entre ellas se presenta la banda ubicada en 3285,03 cm™ la cual
corresponde a un grupo hidroxilo (Silverstein et al., 1998), que es la principal variante entre el
compuesto base y el analogo elegido. Adicionalmente, presenta bandas importantes a la altura

de 829 cmty 1218 cm?, la primera indica la absorcién de un grupo C-Cl, mientras que la segunda
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hace referencia a la absorcion que se presenta por el estiramiento de un enlace C-F (Silverstein
et al., 1998).

La banda de flexion predominante en la zona 1504 cm™ indica la presencia del anillo piperidinico
gracias al enlace C-N. Finalmente, la banda predominante en la zona 2919 cm™ hace referencia
a la presencia de enlace C-H con vibracion de tensidn de anillos aromaticos (Silverstein et al.,
1998). Si se compara el espectro obtenido del analogo 1 con el espectro obtenido del compuesto
base, es decir el Haloperidol (seccion 7,4), se evidencia que se presentan similitudes en algunas
bandas presentes en ambas moléculas, mientras que la principal diferencia se basa en la

aparicion de la banda del grupo hidroxilo, la cual concuerda con la modificacién realizada.
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Figura 16: Espectro IR del primer analogo del Haloperidol tomado por ATR

8.2.2 Resonancia Magnética Nuclear

La espectroscopia de RMN es una técnica analitica que permite analizar el comportamiento de
ciertos nucleos atémicos, especificamente aquellos que presenten un spin distinto de cero y que
presenten un ndmero impar de protones o neutrones, tales como H, *C, N, F y 3!P, cabe
aclarar que los dos primeros nucleos son los mas utilizados, ya que son los principales
componentes de las moléculas orgénicas (Gémez, n.d.).

En esta ocasion, trabajamos con RMN de *H con un espectrometro Bruker Il HD ascend 400 el
cual trabaja a 400mHz; este espectro nos brinda informacion sobre el tipo y nimero de hidrégenos

presentes en la molécula. Ademas, el entorno quimico del ndcleo se ve reflejado en los
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desplazamientos quimicos de las sefiales, es decir, que se pueden identificar los principales
grupos funcionales de la molécula mediante la posicidén de las sefales en el espectro.

En la figura 17 se observa el espectro RMN 1H del primer analogo. El espectro fue analizado
mediante el software MestRenova, en donde se tomé como pico base el singlete que se encuentra
en 4.56 ppm, ya que este hace referencia al hidrégeno que estd pegado al grupo hidroxilo, por lo
cual integra para 1. Luego de establecer la base, se procedié a analizar los hidrogenos presentes
en ambos anillos aromaticos, como podemos observar en la estructura, hay un total de 8
hidrogenos aromaticos, los cuales se encuentran en la regién de 7 a 7,5 ppm, lo cual concuerda
con la literatura, ya que este tipo de hidrogenos se encuentran entre 6,5y 8 ppm (Laurella, n.d.).
Por otro lado, en la estructura hay un total de 14 hidrégenos alifaticos los cuales se ven reflejados
en la sefiales que van desde 1,5 a 3 ppm, lo cual concuerda con la literatura, ya que los alcanos
ciclicos presentan valores de & entre 1,5 y 2,0 (Fernandez, n.d.); mientras que los protones
cercanos a aminas pueden presentar valores © entre 2 y 3,5 (Bruker, n.d.) y en general, las
cadenas alifaticas pueden distribuirse en campo alto con un & préoximo a 1 (Fernandez, n.d.), lo

cual puede variar segun la naturaleza
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Figura 17: Espectro RMN H! del primer analogo del Haloperidol en cloroformo

Por altimo, es posible observar una sefial en 7,26 ppm, lo cual hace referencia al cloroformo en
el cual fue diluido la muestra, se presentan sefales en 7,5 ppm, 3,59 ppm, 1,26 ppmy 0,87 ppm,

las cuales son atribuidas a una impureza de naturaleza desconocida
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8.3 Segundo anélogo

8.3.1 Espectroscopia IR
En la figura 18 se encuentre el espectro IR obtenido de la segunda modificaciéon sintetizada, se
observa una banda con vibraciéon de tensién alargada en la regién de 1726,89 cm™ que puede
corresponder a la presencia de un enlace C=0 de un éster alifatico, ya que también se evidencia
una banda en la zona de 1218 cm correspondiente a vibraciones de tensién para el enlace C-
O de ésteres (Silverstein et al., 1998). Adicionalmente se presenta una banda de flexion
predominante en la regién de 1504 cm™ la cual corresponde al anillo piperidinico de la molécula.
Se presentan enlaces de Carbono con Halégenos, como lo puede ser C-Cl gracias a la fuerte
absorcion en la region de 829 cm™ y la banda media de 1070 cm™ correspondiente a enlace C-F
(Silverstein et al., 1998). Finalmente se presenta una banda con vibracion de tensién

predominante en 1219 cm™ que se debe a enlaces C-H aromaticos (Silverstein et al., 1998).
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Figura 18: Espectro IR del segundo anélogo del Haloperidol tomado por ATR

8.3.2 Resonancia magnética nuclear
Al analizar la figura 19, es posible afirmar que no se obtuvo la sintesis del segundo anélogo, ya
que este se caracteriza por presentar un éster cuyo hidrégeno aparece entre 8 y 9 ppm
(Silverstein et al., 1998), sin embargo, no hay ninguna sefial que se encuentre en este rango.
Adicional a ello, se realiz6 una comparacién con el primer espectro para verificar que el
compuesto hubiera reaccionado, encontrando que hay un pico en 4,65 ppm, el cual concuerda
con el grupo OH del primer analogo, el cual fue el compuesto de partida. Se debe tener en cuenta

gue la reaccion se dejo por aproximadamente 3 horas, mientras que el tercer analogo se dejo
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durante una noche, por lo cual se puede inferir que le falté tiempo al compuesto para terminar de

reaccionar.

Al analizar el resto de la molécula, se encuentran las sefiales en la regién de 7 a 8 ppm que
integran para 9 hidrégenos arométicos, lo cual puede atribuirse a que el compuesto no terminé
de reaccionar, mezclando los hidrégenos de los 2 anélogos. Por otro lado, en el espectro se
encuentran sefiales que corresponden a 10 hidrogeno alifaticos, lo cual indica que hay 4

hidrogenos que se encuentran detras de las sefales que corresponden a solventes o impurezas.

Finalmente, y teniendo en cuenta que el espectro RMN en conjunto con el IR no garantiza la
presencia del compuesto de interés, se llevé a cabo la sintesis del siguiente analogo que

cumpliera con los criterios de seleccion.
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Figura 19: Espectro RMN H! del segundo analogo del Haloperidol en cloroformo

8.4 Tercer analogo

8.4.1 Espectroscopia IR
A Continuacion encontramos la figura 20 la cual corresponde al espectro IR obtenido de la tercera

modificacion sintetizada, en este se pueden observar 2 bandas fuertes ubicadas en la region de
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1726 cm™ y 1225 cm™, la primera se presenta gracias a la absorcién de un enlace de vibracién
de tension C=0, mientras que la segunda se debe a la vibracion de tension del enlace C-O, lo
cual indica la presencia de un grupo éster en la molécula; de igual manera que en el espectro
anterior, se presenta una banda en la regiéon de 2924 cm™ la cual se debe a un enlace C-H
aromatico (Silverstein et al., 1998). En cuanto a la presencia de los halégenos Flior y Cloro se
puede evidenciar gracias a las bandas en 830 cm*y 1374 cm que corresponden a enlaces C-
Cly C-CFs respectivamente (Silverstein et al., 1998); mientras que la banda de flexién en la regién

1512 cm se atribuye al N del anillo piperidinico de la molécula.
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Figura 20: Espectro IR del tercer analogo del Haloperidol tomado por ATR

8.4.2 Resonancia Magnética Nuclear
Respecto a la figura 21, se presenta el espectro RMN de la tercera modificacion sintetizada junto
con la estructura del compuesto haciendo énfasis en los Hidrogenos presentes; y es analizada
de igual manera mediante el software de MestRenova. En este caso se tomé como base el
Hidrogeno que se encuentra unido al carbono seguido del grupo éster, el cual esta ubicado en la

region de 5,72 ppm por lo que integra para 1.

Por otro lado, en la zona de 6,9 ppm a 7,7 ppm se presentan las sefiales correspondientes a los
Hidrogenos de grupos arométicos. Como podemos observar en el espectro, hay 5 sefiales que
integran para 12, pero en la estructura Unicamente hay 8 hidrogenos aromaticos, lo cual indica
gue hay sefales de més en el espectro, por lo cual se puede inferir que hay una mezcla del primer
y el segundo analogo en el espectro y las sefales de mas corresponden a los hidrogenos

aromaticos de la primera modificacion
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Es posible observar que hay 14 hidrégenos alifaticos presentes en la estructura del compuesto,
los cuales se ven reflejados de manera general en la zona de campo alto entre 1,5 ppm a 3,0
ppm; sin embargo, en el espectro se identifican 3 sefales que integran para 9 (la otra sefal
corresponde al grupo éster), lo cual indica que hacen falta 5 hidrégenos, los cuales se encuentran
detras de las sefiales entre 1 y 1,5 ppm. Se logré6 identificar que estas sefales corresponden
principalmente a acetato de etilo, un disolvente utilizado durante el proceso de sintesis y
purificacién de la muestra, este solvente se caracteriza por presentar en sefiales en 1,26 ppm (t)

, 4,12 pm (q) y 2,05 ppm (s) (Fulmer et al., 2010), lo cual concuerda con el espectro.

Como se menciond anteriormente, en la zona de campo alto hay una sefial que integra para 3 y
corresponde a los hidrégenos del grupo éster, esta sefial se encuentra alrededor de 2,10 ppm y
es la mas relevante del espectro, ya que confirma la formacion del grupo éster y por tanto confirma
la reaccion. Del mismo modo, es posible identificar que en el primer espectro hay una sefal en
4.56 ppm que corresponde al grupo OH de la primera modificacion, dicha sefial no aparece en el

espectro actual, lo cual apoya la afirmacion anteriormente planteada.
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Figura 21: Espectro RMN H! del tercer analogo del Haloperidol en cloroformo
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9. Conclusiones

Se obtuvieron 2 anélogos con caracteristicas mejores o iguales a la de los farmacos conocidos,
tales como la energia de afinidad a los receptores D2 y Sigma 1 y las interacciones con los
aminodcidos de interés. Por otro lado, el modelo QSAR nos permitié obtener andlogos con valores
de Ki (0,91nM y 1,03nM) y toxicidad similares a los antipsicéticos comerciales , lo cual consolida

el cumplimiento del primer objetivo planteado.

De este modo, se plante6 la ruta sintética y se establecio que el LiAlH, y el CH;COOH son los
reactivos mas adecuados para llevar a cabo la primera y segunda sintesis, ya que son mas
asequibles y econdmicos. Mientras que la sintesis del otro analogo no fue eficaz, ya que el tiempo

de reaccion no fue suficiente.

Los espectros IR y RMN permitieron evidenciar que hay impurezas en los compuestos
sintetizados previamente, algunos de los solventes que se lograron identificar fueron acetato de
etilo y cloroformo, sin embargo, hay otras impurezas que no se lograron atribuir a ningln solvente
en especifico y pueden estar relacionadas con las practicas empleadas para llevar a cabo las

sintesis, por lo cual se recomienda optimizar las metodologias de sintesis y purificacion.

En conclusidn, se sintetizaron y caracterizaron 2 analogos del haloperidol con rendimientos del
80% y 60% con actividad promisoria antipsicética y neuromoduladora evaluada mediante docking

molecular y modelamiento QSAR por redes neuronales.
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10. Recomendaciones

En primera instancia, se recomienda buscar otras metodologias para la extraccion del haloperidol,
las cuales permitan obtener un mayor porcentaje de pureza, asi mismo, se recomienda purificar
nuevamente cada uno de los analogos para retirar las posibles impurezas adquiridas durante el
proceso de sintesis, ya sea buscando otros métodos mas efectivos u optimizando los métodos
ya mencionados en el proyecto. Adicionalmente, recomendamos experimentar otras técnicas de
elucidacion para la caracterizacion de los compuestos, lo cual permita complementar la
informacion recopilada sobre los analogos sintetizados, tales técnicas incluyen RMN C®¥ vy

Espectroscopia de masas.

Por otro lado, es importante resaltar que, si se van a llevar a cabo las mismas sintesis de
esterificacion, es necesario dejarlas mas de 24 horas, para asegurar que el compuesto reaccione
por completo. Finalmente, para dar mas veracidad a los resultados encontrados se recomienda
llevar a cabo un estudio In vitro, el cual permita evaluar la citotoxicidad de los analogos en un
cultivo de células. Relacionado a ello, también se recomienda buscar metodologias que permitan
la separacion de los enantiomeros R y S ya que los analogos se encuentran en forma de mezcla

racémica.
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