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DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Validacion de la diana (blanco u objetivo)

Existen varias herramientas para descubrir, o al menos
formular hipotesis, sobre el papel de posibles dianas
farmacoldégicas en una enfermedad.

Sin embargo, muchos investigadores no consideran que una
diana esta validada hasta que su papel en la enfermedad
humana se demuestra en ensayos clinicos.

Se estima que existen solo 324 dianas farmacologicas
confirmadas para todos los fdrmacos aprobados (266 son
proteinas derivadas del genoma humano; el resto son dianas
de patdgenos) y solo 1357 farmacos especificos, 1204
moléculas pequefias y 166 bioldgicos. De las moléculas
pequeias, solo 803 pueden administrarse por via oral.




DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Validacion de la diana (blanco u objetivo)

Un enfoque para identificar dianas es comparar la composicidn genética de un gran numero de
pacientes con la enfermedad con la de un gran numero de pacientes sanos, e identificar los genes, y las
proteinas correspondientes, que son consistentemente diferentes en ambos grupos.

Dado que existen aproximadamente 20,500 genes en el genoma humano, hay muchos sitios potenciales
para mutaciones que pueden conducir a una enfermedad. Sin embargo, solo alrededor del 7-8% de los
genes humanos se han asociado explicitamente con alguna enfermedad.

A veces, una molécula pequefa que
modifica de manera especifica la
funcion de una diana puede servir
para establecer el papel de esa
diana, incluso si la molécula no es
adecuada como farmaco.




DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Identificacion de la diana (blanco u objetivo)

El enfoque mas simple es usar un objetivo ya validado en la clinica (17% probabilidad de
éxito), en lugar de intentar descubrir uno nuevo (3%).

Usar objetivos establecidos puede llevar a medicamentos
me-too (fdrmacos estructuralmente similares a otros y que
actdan por el mismo mecanismo de accién), i.e., a mas
farmacos de la misma clase.

Objetivos novedosos pueden conducir a medicamentos con
propiedades nuevas y que puedan usarse para tratar
enfermedades que antes no se trataban.




DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Identificacion de la diana (blanco u objetivo)

El enfoque basado en objetivos puede llevar a que, cuando el farmaco esta ya en ensayos clinicos o
en el mercado, se descubre que su mecanismo de accion es diferente al disefiado.

Eiemplo 1: El fairmaco ezetimiba (Zetia), para reducir el
colesterol, fue disefiado como inhibidor de la acil- OH OH

coenzima A colesterol aciltransferasa (ACAT), la enzima /
. . . J‘.
que esterifica el colesterol y que es necesaria para su
F

absorcion intestinal (la inhibicion de la ACAT deberia 2—N
reducir la absorcién de colesterol). O

Su actividad in vivo no correlaciona con la inhibicion de - F
ACAT in vitro. Ezetimiba inhibe el transporte de ZEtla
colesterol a través de la pared intestinal en lugar de (ezetimibe) tablets

inhibir la ACAT. m



DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Identificacion de la diana (blanco u objetivo)

Eijemplo 2: La pregabalina (Lyrica), farmaco para

el tratamiento de la epilepsia, el dolor +

neuropatico, la fibromialgia y el trastorno de H3N /Y\C'f)f)_
ansiedad generalizada, se encontré que era un H 7

activador de la enzima glutamato )\
descarboxilasa in vitro, y se penso que eso era

®
responsable de su actividad anticonvulsiva. !—!R|CA
.7 . ., reganaiina
Luego se descubrié que su mecanismo de accién Capsula
era el antagonismo de la subunidad a2& de un 90 mg

canal de calcio.



DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Identificacion de la diana (blanco u objetivo)

Otro enfoque es eliminar de forma selectiva la funcién de una proteina y observar la consecuencia en
una via bioquimica aislada o en un animal completo. Uno de los métodos para lograr esto es la

eliminacion de genes (gene knockout).

El gene knockout (KO) es una estrategia experimental para inactivar de forma especifica un gen con el fin
de estudiar su funcidn biologica mediante la observacion de los cambios fenotipicos que se producen en

ausencia de su producto (ARN o proteina).

Principio
. El objetivo es eliminar o interrumpir la secuencia codificante de un gen, de forma que no se
produzca una proteina funcional.

Esto permite establecer una relacidn causal entre el gen y un fenotipo, ya sea en células,

tejidos u organismos completos.



DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Métodos principales de knockout (KO)

a) KO convencional (constitutivo): Se modifica la linea
germinal de un organismo (p. €j., ratdon) para que todas

sus células carezcan del gen desde el desarrollo
embrionario.

b) KO condicional: El gen se inactiva solo en un tejido
especifico o en un momento concreto.

c) KO inducible: La inactivacién se controla mediante
estimulos externos (farmacos, luz, temperatura).

d) Edicion génica con CRISPR/Cas: Introduce cortes de :
doble cadena en regiones criticas del gen. \ =



DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Knockout (KO)

Aplicaciones

Validacion de dianas farmacologicas: demostrar que la pérdida de la diana altera el fenotipo
relacionado con la enfermedad.

Estudio de mecanismos moleculares: asignar funciones a genes desconocidos.

Modelos de enfermedades humanas: recrear mutaciones de pérdida de funcion.

Limitaciones y consideraciones

Efectos compensatorios: otros genes pueden suplir la funcidn perdida.
Efectos fuera del objetivo (off-target): sobre todo en técnicas de edicion génica.
Letalidad embrionaria: puede requerir estrategias condicionales.

Diferencias especie-especificas: el fenotipo en modelo animal puede no reflejar el humano.
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DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Alternativas al descubrimiento de farmacos basado en dianas

Las enfermedades pueden considerarse como anomalias a nivel mecanicista, por ejemplo, en un

gen, un receptor o una enzima. Esta anomalia puede dar lugar a un problema funcional, por
ejemplo, una funcion anormal de las mitocondrias, que provoca un problema funcional en un
organo. Estas anomalias producen sintomas fisiolégicos de enfermedades.

Por lo tanto, los enfoques para el descubrimiento de farmacos pueden basarse en:

/el mecanismo de accién\
(cribado de compuestos
por su efecto sobre un
objetivo bioldgico en
particular, visto

k anteriormente) j

[en la funcion (cribado de \
compuestos por su capacidad
para inducir o normalizar
funciones, como procesos de
crecimiento, secrecion

\ hormonal o apoptosis) /

[en la fisiologia (cribado de\
compuestos en sistemas de
drganos aislados o en
modelos animales de
enfermedad para reducir los

\sintomas de la enfermedad)/

Este ultimo enfoque, que utiliza modelos animales, fue en realidad el primer método de
descubrimiento de farmacos, pero ahora se utiliza generalmente como ultimo recurso debido a su
baja capacidad de cribado, su elevado coste y la dificultad para identificar el mecanismo de accion.

11



DISENO RACIONAL DE FARMACOS

El disefio racional de farmacos moderno generalmente
comienza con la identificacion de un objetivo bioldgico
cuyas acciones puedan ser susceptibles de mejora o
inhibicion por un farmaco, lo que llevaria a una respuesta
terapéutica beneficiosa.

Pero, écomo iniciar la busqueda de la molécula que tiene
el efecto deseado sobre el objetivo? ¢Y qué propiedades,
ademas de ejercer la accion deseada sobre su objetivo,
debe tener dicho farmaco?

El enfoque tipico es primero identificar uno o mas
compuestos lideres, es decir, puntos de partida
moleculares, cuyas estructuras puedan modificarse
(“optimizarse”) para obtener un farmaco adecuado.

—

—
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Descubrimiento del compuesto lider




DISENO RACIONAL DE FARMACOS

En general no se descubren farmacos, se descubren compuestos lider

Un compuesto lider tipicamente tiene la mayoria o todas las siguientes caracteristicas:

* Alinteractuar con la diana logra el efecto deseado.
* Es susceptible de modificaciones sintéticas para mejorar sus propiedades.

* Posee, o puede modificarse para poseer, propiedades fisicas para alcanzar la diana después
de administrarse por una via adecuada.

Por ejemplo, la evidencia sugiere que los compuestos con un peso molecular alto (>500),
muchos enlaces libremente rotatorios, alta lipofilicidad y demasiados atomos formadores de
enlaces de hidrégeno tienen una probabilidad reducida de ser bien absorbidos en el tracto
gastrointestinal después de la administracién oral.

Es deseable que un compuesto lider de un farmaco que vaya a administrarse por via oral ya
posea las propiedades necesarias o sea susceptible de modificarse para incorporarlas.

14



DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Fuentes comunes de compuestos lideres

El ligando o sustrato natural para el objetivo de interés.

Ejemplo: la dopamina es el ligando natural para la familia de receptores de dopamina.
Aumentar las concentraciones de dopamina es un objetivo importante para el tratamiento de
la enfermedad de Parkinson. Por lo tanto, la dopamina fue el compuesto lider para el
descubrimiento de la rotigotina, un farmaco utilizado para el tratamiento de la enfermedad de
Parkinson y el sindrome de piernas inquietas.

CH;

N S
HO

OH

Dopamina Rotigotina
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DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Fuentes comunes de compuestos lideres

Otra sustancia ya conocida por interactuar con el objetivo de interés

Ejemplo: el alcaloide vegetal citisina interactua con los receptores nicotinicos de acetilcolina. Otro
alcaloide vegetal bien conocido, la nicotina, también interactua con estos receptores. La citisina
fue el compuesto lider utilizado por Pfizer para el desarrollo de la vareniclina (Chantix), un farmaco
qgue ayuda a los pacientes a dejar de fumar.

Al comparar las tres estructuras, también se puede imaginar que la estructura de la nicotina
inspird algunas de las ideas para las modificaciones de la citisina en el camino hacia el

descubrimiento de la vareniclina.
O N
>
= CTY) e
\
l/ CHs3 N

Citisina Nicotina Vareniclina
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DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Fuentes comunes de compuestos lideres

Cribado

Ensayos bioldgicos para un conjunto amplio de compuestos, que permitan identificar aquellos
con la actividad deseada.

Por ejemplo, la activacion de los receptores de dopamina provoca un aumento en la
concentracion de iones Ca%* dentro de la célula. Por lo tanto, la medicidn de cambios en dicha
concentracion puede utilizarse para identificar ligandos para estos receptores.

Los compuestos pueden unirse débilmente al objetivo y se conocen como aciertos (hits). Los
aciertos pueden ser predecesores de los compuestos lideres.

Estos métodos bioquimicos y celulares han reemplazado en gran medida la practica anterior de
cribar compuestos en animales completos o en secciones de tejido.
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DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Fuentes comunes de compuestos lideres

Cribado aleatorio: no se hace sesgo al conjunto de compuestos analizados en base a
conocimientos previos sobre el objetivo o sus ligandos conocidos (se criban compuestos al
azar). Se requiere un gran nimero de compuestos.

Cribado dirigido: se aplica algin conocimiento previo para seleccionar los compuestos que
se consideran mas propensos a interactuar con el objetivo. Se requiere apoyo de los
siguientes métodos:

Cribado basado en fragmentos: Se usan, por ejemplo, cristalografia de rayos X o
espectrometria de RMN, para identificar moléculas simples (fragmentos) que
tipicamente poseen una afinidad modesta por un objetivo, con la intencidn de conectar
dos o mas de estos fragmentos para crear un compuesto lider util.

Enfoques computacionales: Conociendo el sitio de union en el objetivo (por ejemplo,
mediante cristalografia de rayos X) o la estructura de varios ligandos conocidos, pueden
utilizarse enfoques computacionales que incluyen acoplamiento o dinamicas
moleculares para disefar posibles compuestos lideres.
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DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Enfoques computacionales P rghav gh#vp dxg 5G

Idea central: comparan moléculas en su forma “plana” (tal como se dibujan en papel), utilizando
descriptores que indican la presencia o ausencia de ciertos fragmentos estructurales o
propiedades.

Descriptores comunes: fragmentos quimicos (ej. grupos funcionales como NC(O)O, heterociclos
con azufre, elementos del grupo IlIA), nimero de anillos, nUmero de heteroatomos, etc.

Representacion: a cada molécula se le asigna una “huella digital” binaria (fingerprint) compuesta
de 1y 0, segln posea o no cada descriptor.

Medida de similitud: se aplica el coeficiente de Tanimoto (T), que cuantifica qué tanto se
parecen dos huellas digitales.

Limitacion: aunque utiles como primer filtro, la similitud estructural no siempre se traduce en
similitud bioldgica. Por ejemplo, pequenas modificaciones (como anadir un grupo metileno)
pueden transformar un compuesto poco activo en un inhibidor potente o viceversa.

19



DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Enfoques computacionales P rghav gh#vp dxg 5G
El coeficiente de Tanimoto (7) es un indice que se usa frecuentemente T = Nll
para cuantificar la similitud 2D y se define como: n— Noo

donde N,, es el numero de descriptores para los que los valores de los compuestos comparados
son ambos igual a 1, Ny, es el numero de descriptores para los que los valores de ambos
compuestos sonigual a 0, y n es el nUmero total de descriptores analizados.

Ejemplo:

G hvEsury ﬂ----------ﬂﬂﬂﬂ---

Frp sxhvw 4

Frp sxhvw 5 4 4 4 4 3 4 4 3 4 4 4 3 3 4 3 4 3 4

7
T =—=0.5 Similitud estructural del 50%

18—4
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Enfoques computacionales

P rghav gh#vl dxg 5G

/Lk OH OH
o 0
1 2
1 0 1 1 0 1 0
1 0 1 0 0 0 0
OH
/& )\ S SO oL B i
8]
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DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Enfoques computacionales P rghav gh#vp dxg 5G

Sdud#revhghu avikxhatv vhisxhghqg xvdulg thithgvv hvadvhj BvAsruhrhp sar v F ISH

Las ECFP (Extended-Connectivity Fingerprints) son un tipo de fingerprint circular.
Codifican fragmentos topologicos de la molécula en funcion del entorno de cada dtomo, y se construyen
extendiendo circulos concéntricos alrededor de cada atomo hasta un cierto radio.

ECFP2 - radio=1 ECFP4 - radio =2 ECFP6 - radio=3

El nUmero (2, 4, 6, etc.) indica el didmetro del entorno atdmico (en enlaces) que se tiene en cuenta.

Cada atomo recibe un identificador inicial basado en sus propiedades:
. tipo de atomo (C, N, O, etc.)
- numero de enlaces
. numero de hidrégenos implicitos
. carga formal
. si pertenece a un anillo, etc.
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DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Enfoques computacionales P rgharv gh#vp Iixg 5G

Una computadora puede determinar rapidamente las huellas
digitales 2D (2D fingerprints) de cada estructura en una base
de datos y, a partir de ellas, calcular rapidamente el nivel de
similitud con una molécula de consulta —por ejemplo, un
ligando activo conocido— para ayudar a seleccionar un
conjunto de compuestos que seran analizados en un cribado
real.

Este es un método de busqueda por similitud ampliamente
utilizado en las etapas tempranas del descubrimiento de
compuestos lideres (lead discovery), cuando se dispone de
informacion limitada sobre las relaciones estructura-
actividad (SAR) y sobre la estructura del blanco bioldgico.

Permite identificar algunos compuestos activos que luego
pueden emplearse en enfoques mas sofisticados de cribado
virtual 3D.

23



DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Enfoques computacionales P rghav gh#vp dxg 5G

Algunos cddigos libres:

CDK (Chemistry Development Kit): biblioteca en Java para tareas de quimioinformatica.

Incluye funciones que permiten generar huellas moleculares (fingerprints) y calcular
similitudes entre ellas.

Script simple en Python + librerias de huellas: En GitHub existe un script llamado
tanimoto_similarities que usa RDKit para calcular matrices de similitud entre moléculas
dadas como SMILES.

LiSiCA: software para busqueda de ligandos que puede hacer comparaciones 2D (y
también 3D) entre una molécula de referencia y una base de datos, y usa el coeficiente
de Tanimoto para ranking.

24



DISENO RACIONAL DE FARMACOS

EJERCICIO 2

Calcule el coeficiente de
Tanimoto segun los datos de |la T=
siguiente tabla:

wapw  Jefelsfefclefslolofsfefefololals|a]ol
1 1 0 1 0 1 0 0 1 1 0 0 0 1 0 1 1 0
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DISENO RACIONAL DE FARMACOS
Enfoques computacionales P rghav gh#vp dxg 6G

Correlacionan propiedades espaciales del ligando (cdmo “se ve” y qué campos fisico-quimicos genera en 3D) con
su actividad bioldgica.

Pasos tipicos:
1. Seleccidon de un conjunto de moléculas activas contra un blanco bioldgico.
2. Obtencion de sus conformaciones tridimensionales y alineamiento segun reglas preestablecidas.

3. Calculo de pardmetros espaciales (campos electrostaticos, estéricos, hidrofdbicos, etc.) en torno a las
moléculas.

4. Construccion de una funcion matematica que relacione esos parametros con la actividad biolégica.

Aplicacion: permite identificar regiones
donde conviene introducir sustituyentes
para mejorar la potencia de un farmaco.

26



DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Enfoques computacionales p odelos de similitud 3D

CoMFA (Comparative Molecular Field Analysis)

La idea central de CoMFA es que la actividad biologica de
una molécula depende de cdmo sus campos estérico y
electrostatico interactuan con el blanco bioldgico.

. Enlugar de solo mirar parametros globales (logP, pKa,
etc.), COMFA analiza cémo las propiedades 3D
alrededor de una molécula influyen en la union al
receptor.

. Esto se hace comparando un conjunto de moléculas
con actividades conocidas, colocandolas en un mismo
marco espacial y cuantificando sus “campos _
moleculares”. /

Int. J. Mol. Sci. 2011, 12, 7022.

27



DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Enfoques computacionales Pasos principales del método CoMFA

Conjunto de ligandos (analogos estructurales) con actividad biolégica conocida

Seleccion de la serie de compuestos |
frente a un mismo blanco.

Los ligandos se superponen. El alineamiento puede basarse, por ejemplo, en

Alineacion molecular . -
€acio olecula un esqueleto comun (scaffold). Paso critico.

Se colocan los ligandos dentro de una “caja” tridimensional que se divide en

Definicién de la malla 3D (grid) un espaciado regular (~2 A tipicamente).

Estérico (fuerza de repulsion/atraccién de van der Waals) y electrostatico
(interacciones de carga couldmbicas).

Calculo de campos moleculares

Reduccion y correlacion de datos Se correlacionan los campos moleculares con la actividad bioldgica.

Validacion del modelo Cruzada (alterna) o externa (ligandos no incluidos en el entrenamiento).

Regiones donde mayor/menor volumen y cargas positivas/negativas favorecen la
Resultados (mapas 3D) g. . , Y o, . ycargasp 8
actividad. Guian la optimizacién racional de nuevos compuestos.
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Enfoques computacionales

CoMFA

E)IE] ] L X :Ig[ee ML Os contornos verdes indican las regiones donde el volumen (o masa) es favorablefAlS
contornos amarillos senalan las dreas donde el volumen es desfavorable.

(eIl LRI Tadfe IS d[0e M a region azul se refiere al area donde un grupo electropositivo es favorable
IR [UE)la region roja representa el drea donde un grupo electronegativo resulta favorablel

Scientific Reports 2016| 6:23634 | DOI: 10.1038/srep23634
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Enfoques computacionales P rghav gh#vp dxg 6G

CoMFA (Comparative Molecular Field Analysis)

Ventajas:

Integra informacion tridimensional en los modelos QSAR.
Permite visualizar regiones del espacio molecular criticas para la actividad.
Guia de manera directa el disefio de analogos mas potentes.

Limitaciones:

Sensibilidad a parametros.

Dependencia del alineamiento: si las moléculas no estan bien superpuestas, los resultados
carecen de sentido.

Si no se sabe la conformacién de union (activa), se trabaja con hipotesis.

Considera solo campos estéricos y electrostaticos (otros efectos como hidrofobicidad o
solvatacion se tratan en extensiones como CoMSIA).

30
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Enfoques computacionales P rghav gh#vp dxg 6G

CoMSIA (Comparative Molecular Similarity Indices Analysis)

Ilgual que CoMFA, sondea el espacio alrededor de las moléculas con un atomo sonda sobre una malla 3D
(atom probing).

Usa una funcién de potencial distinta, lo que permite calcular campos adicionales: ademas de estérico y
electrostatico, incluye el campo hidrofébico y, en implementaciones comunes, se amplia con descriptores
relacionados con el entorno de H-bonding (donadores y aceptores).

Este desarrollo surge porque los campos puramente estéricos y electrostaticos no describen por completo la
interaccion farmaco-receptor; por eso se propusieron formas alternativas/modificadas como CoMSIA.

éCuando preferir COMSIA?

Cuando la hidrofobicidad local es clave en el reconocimiento/afinidad, o cuando CoMFA no captura bien
tendencias relacionadas con entornos apolares (por ejemplo, bolsillos lipofilicos).

31
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Enfoques computacionales

CoMSIA

a) Mapa de contornos de donadores de enlace de hidrégeno. Cian indica las regiones donde un grupo donador
(o ENCTI BTN LR R ENVeI =1 o] ZMPUrpura, donde un grupo aceptor de enlace de H es favorablel

b) Mapa de contornos del campo electrostatico. AV Rele]gf= olelale [ |R-T4=F: Ko [o]g[o [CRVI s W-{gUl o To M= (Yoo Lo i d\V/e ]IS
favorablelRojo representa el drea donde un grupo electronegativo es favorablef

Scientific Reports 2016| 6:23634 | DOI: 10.1038/srep23634
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Enfoques computacionales P rghav gh#vp dxg 6G

Fortalezas de CoMSIA

. Captura efectos hidrofébicos ademas de los estéricos y electrostaticos, aportando una vision mas rica de
la complementariedad ligando-receptor.

. Mantiene la interpretabilidad mediante mapas de contorno 3D, utiles para sugerir sustituciones
especificas.

Limitaciones y buenas practicas

. Dependencia del alineamiento: igual que CoMFA, asumir que todos los ligandos se unen con orientacién
similar puede ser arriesgado y el alineamiento correcto es dificil, sobre todo con moléculas flexibles.
Recomendacion: usar informacién estructural del complejo cuando exista, o reglas de alineamiento
basadas en farmacéforos (scaffold).

. Calidad y diversidad de la serie: incluir suficientes compuestos con rango amplio de actividad y dividir
apropiadamente en entrenamiento/validacion.
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Enfoques computacionales P rghav gh#vp dxg 6G

Topomer COMFA

En el contexto del disefio de farmacos, un topédmero es un descriptor molecular que representa la forma
tridimensional de un fragmento de una molécula.

La idea central es que una molécula puede dividirse en fragmentos en ciertos enlaces (generalmente enlaces
sencillos aciclicos), y cada fragmento se convierte en un “topédmero”, es decir, una unidad estructural que
captura la geometria y propiedades estéricas/electrostaticas de esa parte de la molécula

En aplicaciones como Topomer CoMFA, las moléculas de una serie se fragmentan en topdmeros, se generan
modelos 3D de esos fragmentos y se calculan campos estéricos y electrostaticos para cada conjunto. Luego,
esos topdmeros se comparan entre si por superposicion de los puntos de fragmentacion, lo que permite
analizar similitudes farmacoféricas y predecir la actividad bioldgica. Este enfoque ofrece ventajas frente a
CoMFA tradicional, ya que automatiza y simplifica la preparacion de datos, acelera el modelado y facilita la
blsqueda en bibliotecas virtuales de fragmentos para identificar sustituyentes con mayor potencia
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Enfoques computacionales P rghav gh#vp dxg 6G

Origen y motivacion: El COMFA tradicional depende de una superposiciéon manual o guiada de moléculas
lo que puede provocar que distintos investigadores obtengan resultados distintos. Topomer CoMFA
automatiza el alineamiento mediante fragmentacion topoldgica de moléculas.

Principios de Topomer CoMFA

. Cada molécula se fragmenta en dos (o mas) partes en un punto de unién definido (scaffold +
sustituyentes, por ejemplo).

. A cada fragmento se le asigha un Topomer, que es una representacion estandarizada de su
conformacion en el espacio.

. Los topdmeros se alinean automaticamente de acuerdo con reglas topoldgicas y geométricas
predefinidas, sin intervencion manual.

. Unavez alineados los fragmentos, se aplican los mismos calculos de campos moleculares que en
CoMFA (estérico y electrostatico en una malla 3D).
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Enfoques computacionales P rghav gh#vp dxg 6G

Ventajas de Topomer COMFA
. Automatizacion total del alineamiento: elimina la arbitrariedad humana.
. Rapidez: se pueden generar modelos en minutos.

. Interpretacion en términos de fragmentos: facilita el disefio de nuevas moléculas combinando
fragmentos favorables.

. Compatibilidad con librerias virtuales: se pueden evaluar grandes catalogos de fragmentos y
combinaciones sin necesidad de modelado manual.

Limitaciones
. Requiere que las moléculas se puedan fragmentar de manera ldgica y consistente.

. Silaactividad depende de la conformacién global (y no solo de fragmentos), el modelo puede perder
precision.

. No considera explicitamente interacciones del ligando completo (solo de los fragmentos alineados).
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Enfoques computacionales P rghav gh#vp dxg 6G

Algunos cddigos libres:

Escritorio:
Open3DQSAR: modelado 3D-QSAR CoMFA/CoMSIA.

Open3DALIGN: alineamiento molecular (conformeros y superposicién no supervisada) para
preparar datasets para 3D-QSAR.

Open3DGRID: genera potenciales estéricos/electrostaticos, etc. (MIFs) y puede importar
campos CoMFA/CoMSIA exportados de otros programas.

Servidores web:

Py-CoMFA (portal 3D-QSAR): implementacion en Python del método CoMFA disponible via
www.3d-gsar.com

Cloud 3D-QSAR: ofrece una solucién “one-stop” (generacidn de estructuras, alineamiento,
calculo de MIFs y modelado; incluye CoMFA).
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DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Enfoques computacionales P rghav gh#vp Hdxg 6G

J. Med. Chem. 2003, 46, 3, 374

No hay un software
Topomer CoOMFA
“puro” de cddigo

abierto
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Enfoques computacionales

P rghav gh#vb Bxg 6G

Ventajas y limites (en la practica)

Ventajas

. Dan sefnales espaciales accionables (mapas) para optimizacion de analogos.
. Capturan efectos estéricos/electrostaticos que no se ven en 2D.

. Recomendables cuando hay serie congénere con datos comparables.

Limitaciones
. Dependencia del alineamiento y de la conformacion seleccionada.
. Pueden sobreajustarse si no se valida bien.

. Requieren calidad de datos y rango de actividad suficiente.
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Enfoques computacionales P rgharv idwp dfrzulfrv

Un modelo farmacofdrico representa el conjunto tridimensional de caracteristicas estéricas y
electrdnicas necesarias para asegurar la interaccion dptima entre un ligando (farmaco o candidato)
y su diana bioldgica (enzima, receptor, canal idnico, etc.).

Estas caracteristicas incluyen:

. Donadores y aceptores de puentes de hidrogeno.
. Centros catidnicos o anidnicos.

. Regiones hidrofdbicas.

. Centros aromaticos o planos de interaccion m—n.

Permiten deducir las caracteristicas espaciales minimas que confieren actividad bioldgica a una
familia de compuestos, aun cuando la estructura del receptor no se conozca.

o Ligand-based pharmacophore: se deriva de varios ligandos conocidos y se deduce qué
caracteristicas comparten.

o Structure-based pharmacophore: se construye usando directamente la estructura del blanco

(ej. cristalografia de rayos X).
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Enfoques computacionales P rgharv idup dfrulfrv

Los modelos farmacofdricos se generan comparando una serie de ligandos activos (por ejemplo, agonistas
de un receptor) y superponiendo sus grupos funcionales criticos.

Este enfoque permite predecir qué modificaciones estructurales mantendran o aumentaran la afinidad y
selectividad, guiando la optimizacion del compuesto lider.

Cuando la estructura de la proteina e o &%9 N
receptora no esta disponible, los
farmacdforos constituyen el nucleo
del cribado virtual (virtual Anionic
screening). El modelo se usa como
plantilla para explorar bases de
datos moleculares y seleccionar Hydrophobic
compuestos que contengan las
mismas caracteristicas espaciales.

H-bond donor

Cationic

Aromatic

J. Receptor Ligand Channel Res. 2014, 7, 81. 41
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Enfoques computacionales P rghav I dfrzulfrv

D gxqgrvif%glj rvideuhv=

G uxjR g4Bdt xhvhiX qi{#xh#gvh]julp rghadgr#idyp dfrHufr A4 hghdf Kah#
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Enfoques computacionales Dfrsalp haw p rdifxcukgrinkj,

El acoplamiento molecular pertenece al disefo basado en estructura (structure-based design). Es
una metodologia computacional que busca predecir la orientacidn y conformacién mas probable
(pose) de un ligando dentro del sitio activo de una diana molecular conocida.

Permite predecir el modo de unidén y la energia relativa de interaccidn, lo que orienta la seleccién
de los compuestos mas prometedores para sintesis o ensayo experimental.

NHDS4#
Surin@di i vr £ Bgd#HF K #ids rilfhdk 1
Uhjxadgrughi ubs Akgiidfwruhi
wdqvEuks f ¥a#ivr f Hgr#ighva vir { bdgqun#
«dfviydihg } o dvisurhfwrdvAfrp rH#di#VR G A
favdatvd A oxvavBigithgx fvavd Ahguhirwdv,
Ievd £ £ g ratikgihulydgrighip havegld
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Enfoques computacionales Dfrsalp haw p rdifxcukgrinkj,

El proceso de docking implica dos etapas principales:

Busqueda conformacional (sampling)

El software explora multiples orientaciones y conformaciones del ligando dentro del sitio activo de la
proteina, considerando grados de libertad rotacionales y torsionales.

Se evaluan millones de configuraciones posibles mediante algoritmos basados en mecanica molecular
(campos de fuerza).

Evaluacidn energética (scoring)
Cada orientacion se califica con una funcién de energia o de puntuacién que estima la afinidad de
unién (energia libre de interaccion).

Estas funciones consideran: Utilidad: permite evaluar
o Energias de van der Waals (fuerzas estéricas). virtualmente miles de moléculas,
o Interacciones electrostaticas (Coulomb). seleccionar las mas prometedoras y
o Puentes de hidrégeno y contribuciones hidrofdbicas. descartar aquellas que no encajan

o Penalizaciones por desolvacidn y entropia. con el sitio activo del blanco.
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Enfoques computacionales Dfrsalp haw p rdifxcukgrinkj,

Algunos codigos libres:

AutoDock Vina — estandar de facto, rapido y facil de usar; activa comunidad y binarios recientes.
smina — “fork” de Vina con mejoras en scoring y minimizacién; muy usado para re-scoring.

GNINA — evolucién de smina/Vina con redes neuronales (CNN) para scoring; soporta covalent
docking. |deal como segunda pasada para mejorar poses/afinidades.

RxDock (antes rDock) — motor versatil y rdpido (HTVS) para proteinas y acidos nucleicos;
multiplataforma.

QuickVina 2 — variante acelerada de Vina con rendimientos de hasta ~20x en ciertos casos.
idock — inspirado en Vina, multihilo y pensado para virtual screening masivo.
FlexAlID — docking con flexibilidad de cadenas laterales del receptor y soft scoring.

Vina-GPU — implementacion acelerada en GPU de Vina para cribados grandes.
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DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Enfoques computacionales

Identificar las caracteristicas
comunes de los ligandos
activos.

No se conoce la estructura 3D Modelos farmacofaricos
del blanco (ligand-based)

Evaluar la interaccion directa
Docking (structure-based) ligando—receptor y optimizar
afinidad y selectividad.

Se conoce la estructura
cristalina o modelo del blanco

El uso integrado de ambos permite:
Comprender la base estructural de la actividad bioldgica.
Predecir y optimizar interacciones no covalentes (electrostaticas, hidrofébicas, puentes de H, etc.).

Reducir costos y tiempo en el proceso de descubrimiento de fadrmacos al reemplazar parcialmente la
experimentacion in vitro inicial.
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Enfoques computacionales

Usa descriptores moleculares Muy répido y Seleccion inicial de candidatos

planos (huellas digitales
binarias) y coeficientes de
similitud (ej. Tanimoto) para
comparar moléculas.

Relaciona parametros
tridimensionales
3D-QSAR (electrostaticos, estéricos,
hidrofébicos) con la actividad
biolégica de una serie de

compuestos alineados.

Representa caracteristicas
minimas para interaccion

Farmacoforos y
Docking

(farmacoforo) o coloca
directamente el ligando en el
sitio activo del blanco
(docking).

computacionalmente
barato. Util con bibliotecas
muy grandes. Facil de
implementar.

Permite predecir regiones
clave para mejorar
potencia y selectividad.
Aporta informacién
cuantitativa para
optimizacion.

- Puede usarse incluso sin
ligandos conocidos (si se
tiene estructura del
blanco).- Da informacidn
espacial detallada del sitio
activo.- Identifica nuevas
andamios (scaffolds).

No captura la conformacion real
3D. Pequeiias modificaciones
estructurales pueden cambiar

drasticamente la actividad. Puede
dar falsos positivos o negativos.

Requiere un conjunto de
compuestos activos como punto de
partida. Dificil de alinear moléculas

muy flexibles. Mayor coste
computacional.

Requiere datos estructurales
confiables del blanco (cristalografia
o modelado). Predicciones pueden

ser sensibles al algoritmo de
scoring. Computacionalmente mas

demandante.

similares a un ligando
conocido (ej. derivados de

neurotransmisores o
farmacos ya aprobados).

Disefio de andlogos mas
potentes de inhibidores de
enzimas o receptores, p. €j.

inhibidores de quinasa
(CoMFA, CoMSIA, Topomer

CoMFA).

Identificacion de nuevos
inhibidores de proteasas,
GPCRs o quinasas usando

AutoDock, Glide, GOLD, etc.
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Enfoques computacionales

Flujo tipico para cribado virtual en el descubrimiento de farmacos:

Biblioteca de compuestos Quimicos disponibles o generados virtualmente
Similitud 2D Filtro rapido para reducir el nUmero de moléculas.

Modelos 3D-QSAR Optimizacién cuantitativa de candidatos.

Farmacoforos & Docking Evaluacion detallada de la interaccion con el blanco bioldgico.

Pasan a estudios computacionales mas precisos, sintesis y
validacion experimental.

Candidatos priorizados
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DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Modificacion del compuesto lider

Una vez que se han identificado uno o mas compuestos lideres,
équé mas debe hacerse antes de tener un candidato a farmaco viable?

Por lo general, es necesario, o ventajoso, optimizar al menos uno, pero a menudo varios,
usando una serie de parametros clave para tener la mayor probabilidad de identificar un
farmaco exitoso.

Los parametros mas importantes que pueden requerir optimizacion incluyen: potencia;
selectividad; absorcién, distribucién, metabolismo y excrecion (ADME), toxicidad y
accesibilidad sintética.

Este proceso normalmente implica el estudio de versiones modificadas (analogos) del
compuesto lider y la evaluacidn de las nuevas sustancias en una serie de pruebas relevantes.
Aunque no es raro sintetizar y evaluar cientos de analogos en el proceso de optimizacion de
lideres antes de identificar un candidato a farmaco (un compuesto digno de pruebas
extensas en animales), actualmente pueden utilizarse métodos computacionales para una
evaluacion preliminar y asi reducir el nUmero de compuestos a sintetizar (costos, trabajo

humano, pruebas en animales).
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DISENO RACIONAL DE FARMACOS
Modificacion del compuesto lider

Potencia: intensidad del efecto bioldgico o, dicho de otro modo, a cuanto (qué concentracién)
del compuesto se requiere para alcanzar un nivel definido de efectividad.

Si todo lo demas es igual, cuanto mas potente sea un farmaco, menos cantidad
sera necesario administrar para lograr el efecto deseado.

Administrar menos farmaco es deseable porque minimiza el costo por dosis del
medicamento y maximiza la comodidad de administracién (evita pildoras
excesivamente grandes, la necesidad de tomar un gran numero de pildoras al
mismo tiempo o la necesidad de tomar el medicamento varias veces al dia).

Si se pueden administrar dosis mas bajas del medicamento para lograr el efecto
deseado, entonces deberia ser menor la probabilidad de que se vean afectados
sitios de accién no intencionados (objetivos secundarios, no relacionados con el
objetivo de interés). Por lo que también disminuye la probabilidad de provocar

efectos secundarios adversos.
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Modificacion del compuesto lider

Selectividad: interaccion especifica con el objetivo de interés.

Los sitios de accion no intencionados se refieren a interacciones con objetivos no identificados o
inesperados (objetivos secundarios, off-targets) .

Puede haber objetivos secundarios que estén relacionados con el objetivo previsto y con los cuales
seria desventajoso que el farmaco interactuara. Por ejemplo, el receptor de dopamina D3
interactia con miembros de la misma familia que los receptores de dopamina D1, D2, D4 y D5.
Todos utilizan dopamina como ligando endégeno, pero pueden mediar respuestas diferentes.

Existen otros objetivos secundarios conocidos que se deben evitar. Por ejemplo, la familia de
enzimas citocromo P450 (CYP), responsables del metabolismo de muchos farmacos. Inhibir una
enzima CYP puede inhibir el metabolismo de otros medicamentos que una persona esté tomando
al mismo tiempo, lo que provoca cambios drasticos en los niveles de esos otros farmacos.

El resultado, conocido como interacciones farmaco—farmaco, puede limitar gravemente los
medicamentos que se pueden tomar al mismo tiempo o, en ocasiones, causar una acumulacién
fatal de otros farmacos.
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DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Absorcion, Distribucidon, Metabolismo y Excrecion (ADME)

En farmacocinética, describen el recorrido de un xenobidtico (sustancia exdgena, p. ej., un farmaco)
desde que entra al organismo hasta que se elimina.

Absorcion
éCémoy a donde llega?
Tracto gastrointestinal,

estdmago, intestinos.

Distribucion
éA dénde vay como se
transporta?
De la sangre a los tejidos.

— 1Y Metabolismo
p dfr € . , .
= éDonde, cuanto y en qué se
transforma?
v &8 Principalmente en el higado.
\( z
iy
//',

Excrecion
éComo, cuando y en
qué forma se elimina?
Renal, fecal.
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DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Modificacion del compuesto lider Toxicidad

La toxicidad es el riesgo de un compuesto de producir dafio biolégico. El riesgo depende del
peligro intrinseco y de la exposicion (magnitud, duracion, distribucion tisular y fraccion libre). El
objetivo de disefio de farmacos es minimizar el riesgo a dosis terapéuticas manteniendo la eficacia.

Algunos tipos de toxicidad:

On-target: efectos adversos por sobreactivacion/inhibicién del mismo
blanco terapéutico fuera del rango deseado.

Off-target: interaccion con blancos no deseados (receptores, canales
idnicos, enzimas).

Dependiente de metabolismo/reactividad: formacion de metabolitos
reactivos (electroéfilos) que se unen de forma covalente a macromoléculas;
surgen con “toxicoforos” clasicos (nitroaromaticos, anilinas, quinonas,
furano/tiofeno, etc.).

Mitocondrial: fosforilacidon oxidativa (puede causar estrés oxidativo,
apoptosis o disfuncién mitocondrial).

Cardiaca: alteracion de los canales de potasio y frecuencia cardiaca.
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Modificacion del compuesto lider Accesibilidad sintética

La accesibilidad sintética es una medida (cualitativa o cuantitativa) de lo dificil que seria preparar
una molécula dada por sintesis quimica a partir de materiales comerciales razonables, usando
transformaciones plausibles y en un niumero de pasos aceptable.

En el disefio de farmacos se usa como una restriccion (hard/soft) para priorizar compuestos que
no solo son potentes y seguros, sino fabricables dentro de costes y tiempos realistas.

Algunos aspectos a considerar: -

Complejidad estructural: tamafio del anillo/puentes, policiclicidad, espiras
(spiro), numero de centros quirales, tetrasustitucion en alquenos, etc.

Funcionalidad: tipos de grupos funcionales (reactividad controlable vs.
labiles), compatibilidad (necesidad de proteccion/desproteccion), densidad
de heteroatomos.

Disponibilidad de “building blocks”: similitud con fragmentos catalogados
(comprables), distancia sintética a catalogos reales.

Ruta de sintesis: nimero de pasos, probabilidad de cada transformacion,
convergencia, rendimiento esperado y dificultad operativa.
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DISENO RACIONAL DE FARMACOS

El desarrollo de farmacos normalmente se refiere a llevar un compuesto, identificado a
partir del proceso de descubrimiento ya descrito, a los pasos posteriores necesarios
hasta su comercializacion.

Tipicamente, estos pasos adicionales incluyen:
» el desarrollo preclinico,
* el desarrollo clinico
* vy laaprobacion regulatoria.
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DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Desarrollo preclinico

» Desarrollo de procesos sintéticos que permitan fabricar el compuesto
con una pureza reproducible a gran escala (multi-kilogramos).

* Desarrollo de una formulacion (en la mayoria de los casos una

solucidon o suspension del farmaco) que pueda administrarse a
animales en pruebas de toxicidad y una solucidn, suspension o
pastilla que pueda administrarse a humanos en ensayos clinicos.

* Pruebas de toxicidad en animales bajo las condiciones prescritas por
las autoridades regulatorias en la regidon donde se llevaran a cabo los

ensayos clinicos.

Obtener permiso de las autoridades regulatorias para administrar el farmaco a humanos.
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DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Desarrollo clinico (ensayos clinicos en humanos)

El desarrollo clinico normalmente se lleva a cabo en tres fases (Fases I-lll) antes de solicitar la
aprobacion regulatoria para comercializar el medicamento:

Ensayos de Fase 0, también conocidos como estudios de
microdosificacion en humanos.

Estan disefiados para acelerar el desarrollo de medicamentos
prometedores o agentes de imagen a partir de estudios preclinicos
(en animales). Se administra una sola dosis subterapéutica del
farmaco a unas 10-15 personas sanas para recopilar datos
preliminares de ADME en humanos y establecer un orden de
prioridad entre candidatos a fdrmaco que tengan un potencial
similar en estudios preclinicos, con casi ningun riesgo de efectos
secundarios para los sujetos.
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DISENO RACIONAL DE FARMACOS

Desarrollo clinico (ensayos clinicos en humanos)

Fase | evalta la seguridad, la tolerabilidad (niveles de
dosificacidon y efectos secundarios), las propiedades
farmacocinéticas y los efectos farmacoldgicos del farmaco
en aproximadamente 20-100 personas.

Estos individuos suelen ser voluntarios sanos, aunque en
algunos casos se pueden utilizar pacientes reales cuando la
enfermedad es potencialmente mortal. Un objetivo clave de
estos estudios es intentar correlacionar los resultados de los
estudios de toxicidad en animales (incluyendo los niveles
del fdrmaco en sangre y diversos tejidos) con los hallazgos
en humanos para ayudar a establecer la relevancia de los
estudios en animales. La Fase | generalmente dura desde
unos pocos meses hasta aproximadamente un ano y medio.
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Desarrollo clinico (ensayos clinicos en humanos)

La Fase Il evalua la eficacia del farmaco, determina
los efectos secundarios y otros aspectos de
seguridad, y aclara el régimen de dosificacion en
unos pocos cientos de pacientes con la
enfermedad.

Estos estudios normalmente ofrecen una primera
idea de la efectividad del farmaco contra la
enfermedad, pero debido al tamaio limitado de la
muestra y otros factores, generalmente no se
consideran concluyentes para establecer Ia
eficacia del medicamento.

La Fase Il suele durar de 1 a 3 anos.
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Desarrollo clinico (ensayos clinicos en humanos)

La Fase lll es un ensayo mas amplio,
generalmente con varios miles de pacientes,
gue establece la eficacia del farmaco, supervisa
las reacciones adversas derivadas de su uso
prolongado y puede comparar el medicamento
con otros similares que ya estén en el mercado.

Se incluyen controles cientificos apropiados
para permitir sacar conclusiones
estadisticamente significativas sobre la
efectividad del farmaco.

La Fase lll suele requerir entre 2 y 6 afios para
completarse.
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Aprobacidn regulatoria para comercializar el medicamento

En Estados Unidos, la aprobacidn regulatoria requiere la presentacion a la FDA de una Solicitud de
Nuevo Farmaco (New Drug Application, NDA), que resume los resultados de los ensayos clinicos.
Actualmente, esto puede hacerse de forma electrdnica; antes requeria, literalmente, un camion
cargado de papeles que describian todos los estudios preclinicos y clinicos.

Con base en estos datos, la FDA decide si concede la aprobacion para que el medicamento pueda ser
recetado por médicos y vendido a pacientes. Una vez que el medicamento esta en el mercado, es
posible evaluar su seguridad y tolerabilidad reales, ya que es administrado a cientos de miles, si no
millones, de personas.

Estas actividades de vigilancia posterior a la comercializacion se conocen a menudo como estudios de
Fase IV, ya que es en esta etapa cuando efectos que no fueron estadisticamente significativos en los
ensayos clinicos pueden volverse significativos con una poblacién de pacientes amplia y diversa, lo que
puede llevar a la aparicion de efectos secundarios no observados en el nimero relativamente pequefio
de pacientes de los ensayos de Fase lll.

Los estudios de Fase IV pueden revelar nuevas indicaciones para un medicamento en pacientes que
presentan sintomas de otras enfermedades.
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Diseno de farmacos moderno

El proceso de descubrimiento y desarrollo de farmacos es largo y
arduo, con una duracion promedio de entre 12 y 15 afios, un tiempo
qgue ha permanecido constante por mas de 30 afios.
Aproximadamente, por cada 20,000 compuestos que se evalian in
vitro, 250 se evaluaran en animales, 10 llegaran a los ensayos
clinicos en humanos y solo uno llegara al mercado, con un costo
estimado de entre 1.2 y 1.8 mil millones de ddlares (ien 1962 era de
solo 4 millones!).

Los candidatos a farmaco (o nuevas entidades quimicas o nuevas
entidades moleculares, como a menudo se les llama) que fracasan
en etapas avanzadas de este proceso generan enormes pérdidas
financieras no recuperadas para la empresa.

Ademas, lograr que un medicamento llegue al mercado puede no ser /
tan gratificante; se ha estimado que solo el 30 % de los
medicamentos en el mercado generan realmente beneficios.
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EJERCICIO 3

e Busque informacion sobre los
requisitos para la Aprobacion
regulatoria en México.

* Busque informacion sobre los
requerimientos para patentar un
medicamento en México.

Discuta la informacion obtenida con sus compafieros en la siguiente clase.
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