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Resumen del trabajo

La espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear, RMN es una herramienta
muy valiosa en el disefio de farmacos, ya que es un método a partir del cual se puede
obtener muy diversa informaciéon, como conocer la informacién estructural de una
molécula, distinguir entre dos conformaciones de un mismo compuesto o detectar
interacciones entre distintas moléculas como es el caso de las interacciones farmaco-
receptor. Toda esta informacién se obtiene gracias al estudio de las sefiales de los
diferentes nucleos que se observan en el espectro de la molécula estudiada y las
perturbaciones que se producen por la presencia de otras entidades. Por medio del
desplazamiento quimico y de otros pardmetros, podemos conocer mejor a la molécula
estudiada y obtener mayor informacién, con el objetivo de desarrollar nuevos ligandos

para una diana farmacoldgica concreta.

Conocer la interaccién entre ligando y proteina diana es clave en el disefio de
farmacos. Aqui es donde juega un papel crucial la RMN, ya que permite correlacionar
los cambios que se producen en una molécula diana cuando un ligando se une a ella,
con los cambios en los desplazamientos quimicos que se observan al comparar los

espectros antes y después de la unién.

La interaccidn que se produce se puede estudiar centrandose en el ligando o en
la diana, y aunque existen diversas técnicas dentro de cada tipo, son mas numerosas
las que estudian el ligando. En cambio, las técnicas que estudian la diana son mas
especificas y tienen mayor rendimiento. Uno de estos ultimos métodos, que se centran
en la proteina diana, es el que permite conocer las Relaciones Estructura-Actividad por
medio de la RMN, conocido como SAR by RMN, que se basa en identificar cabezas de
serie que interaccionen con el sitio activo de la diana y optimizarlos hasta conseguir un

ligando de gran afinidad por la diana.

Palabras Clave: Disefio de farmacos; espectroscopia RMN; SAR (Structure-activity

relationships); Diana; Cribado.
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1. Introduccion

La Quimica Farmacéutica tiene como uno de sus temas fundamentales de
estudio el disefio y desarrollo de farmacos. El disefio de nuevos farmacos es necesario
para obtener tratamientos terapéuticos mas eficaces frente a enfermedades que, o
bien no tienen aun un tratamiento efectivo o, si lo tienen, éste presenta algunos
efectos secundarios. Por ello, se hace necesario tener una variedad de métodos que
permitan identificar, aislar y caracterizar un cabeza de serie con determinada actividad
farmacoldgica. Tras una serie de optimizaciones y de modificaciones con el fin de
mejorar la potencia, selectividad y propiedades farmacocinéticas y de disminuir la
toxicidad, se consigue desarrollar un candidato a farmaco, que se someterd
posteriormente a una serie de ensayos clinicos hasta que pueda ser comercializado.
Por todo ello, las etapas iniciales de identificacién de la diana concreta sobre la que se
va a actuar y el conocer qué ligando se pretende obtener, son muy importantes en el
proceso y deben realizarse de una manera racional, por el hecho de que una buena
eleccidn inicial permite tener un mayor porcentaje de éxito en el desarrollo de un

nuevo farmaco, ademds de un menor gasto de tiempo y dinero.

Por este motivo, se han ido desarrollando distintos métodos que se basan en
conocer la informacidn que rodea al farmaco y/o al receptor, actualmente hay diversas
técnicas que permiten obtener informacién estructural detallada de una molécula en

poco tiempo (Galbis, 2000).

La Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) es una de estas
técnicas, siendo de las mas efectivas y con mayor reproducibilidad, todo ello con un
coste adecuado (aunque este puede aumentar si se requieren mejores condiciones
para conseguir el objetivo). Por medio de la RMN se puede obtener informacion de
gran relevancia acerca de la diana sobre la que se quiere actuar. Ademas, se puede
utilizar en casi todas las etapas del proceso del disefio del fdrmaco, por lo que es una
de las herramientas de mayor utilidad actual en el campo de la Quimica Farmacéutica.

Una de sus funciones importantes es que tiene la capacidad de detectar cuando un



ligando interacciona con una diana, asi como conocer por dénde y qué grupos

funcionales actian en esa interaccion.

Otro de los métodos de gran un importancia y con un gran desarrollo durante
los ultimos afios, son aquellos métodos basados en las relaciones estructura-actividad
(SAR), que permiten desarrollar sustancias con actividad farmacoldgica a partir de
cabezas de serie conocidos que se van modificando y optimizando, con el fin de
obtener un farmaco de calidad. Gracias a estos métodos, se ahorra mucho tiempo en
el proceso debido a que se reduce la cantidad de farmacos a evaluar que interaccionen
con la diana, ya que los derivados de estos cabezas de serie pueden obtenerse mas
adelante del proceso por medio de la optimizacién de los cabezas de serie que hayan

tenido interaccion.

A continuacion destacaremos los aspectos mas importantes del uso de la RMN
en el diseno de farmacos, dando un enfoque actual del tema, centrandonos en el

método conocido como SAR by RMN como técnica mas concreta y eficaz para ello.



2. Objetivos

El objetivo principal al abordar el presente trabajo ha sido llevar a cabo una
revision bibliografica de articulos y libros con el fin de tener una visién actual sobre el
estudio de las relaciones estructura-actividad de ligandos potencialmente activos
frente a una diana farmacoldgica, en el diseifio de fadrmacos, mediante la utilizacidn de

la espectroscopia de RMN como herramienta esencial.

Para ello, en primer lugar se abordan brevemente los conceptos basicos de la
RMN para pasar a continuacion a recordar las etapas generales y las caracteristicas a
tener en cuenta en el disefio de farmacos. Con todo ello, se pasa posteriormente a
relacionar ambos conceptos y a interpretar la funcién de la RMN en el disefio de
farmacos. Para finalizar, se describe el método SAR by RMN, y se evalta su funcién y

capacidad para generar nuevos farmacos.



3. Metodologia

Se ha utilizado una estrategia de busqueda bibliografica en bases de datos,
concretamente de PUBMED y SCIFINDER, de articulos originales y revisiones que
hacian referencia a una serie de palabras clave. Estas palabras clave fueron: drug
design (diseifio de farmacos), SAR (relaciones estructura-actividad), NMR (resonancia
magnética nuclear) y drug discovery (descubrimiento de farmacos). La busqueda se
realizd6 tanto combinando estas palabras como por separado de las mismas. Se
seleccionaron mas de una veintena de articulos, que contenian la informacién que se

queria obtener.

Ademads, a través del catalogo FAMA de la Universidad de Sevilla, se
encontraron una serie de libros relacionados con el disefio de farmacos mediante la
utilizacidon de la RMN. Se seleccionaron aquellos que tratan de los métodos de disefio

de farmacos basados en la relacidn estructura-actividad de la diana.



4. Resultados

4.1. Espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

La espectroscopia de RMN es una técnica en la que se imbrican diversas
ciencias, entre ellas las Matematicas, la Quimica, la Fisica, la Biologia, la Informatica y
la Medicina. El fendmeno de la RMN se basa en el hecho de que los nucleos de ciertos
atomos pueden orientar su espin nuclear al aplicarsele un campo magnético. Estas
diferentes orientaciones tendrian diferentes energias asociadas y se podrian producir
transiciones entre ellas al recibir pulsos de radiacién. Estos cambios se recogen y se
representan en un diagrama que relaciona la intensidad de la sefial frente a la
frecuencia a la que se registra. La frecuencia de resonancia de los nucleos depende de
la especie quimica estudiada, del tipo de nucleo, de la intensidad del campo magnético
aplicado y del ambiente quimico que rodea a los nucleos estudiados. Este ultimo factor
puede inducir pequefias modificaciones en la frecuencia de las sefales, efecto que se

conoce como desplazamiento quimico (Pellecchia y cols., 2002).

Desde principios de los afios 1920 se intentaba detectar el momento angular de
espin asociado a los nucleos atémicos. Pero no fue hasta finales de 1945 cuando se
detectd la primera sefial de RMN, por E. Purcell y colaboradores en la Universidad de
Harvard. En diciembre de ese mismo afo y de forma independiente, F. Bloch y su
equipo también consiguieron detectar sefiales de RMN de protdn en la Universidad de
Stanford. Ambos utilizaron equipos experimentales diferentes y por este
descubrimiento recibieron el Nobel en 1952 de forma conjunta. Poco tiempo después,
con el fin de mejorar la sensibilidad del método, se descubrié el fendmeno del
desplazamiento quimico antes mencionado, lo que hizo que la técnica perdiera interés
para los fisicos, pero que atrajo inmediatamente el de los quimicos. Mas tarde fue
descubierto el acoplamiento escalar espin-espin entre nucleos cercanos, que provoca
un desdoblamiento de las sefiales, y gracias al cual se puede obtener mas informacion

sobre el entorno del nucleo estudiado.



En 1966 se dio con algo que mejoré la rapidez del método: la introduccién de la
Transformada de Fourier. Esta mejora técnica permitia excitar simultdneamente todos
los protones de la muestra, sin necesidad de un barrido secuencial de frecuencias y de
forma independiente a cual fuera su desplazamiento quimico. Esta excitacidon
simultdnea se consigue por medio de un Unico pulso de radiofrecuencia de gran
intensidad y de muy corta duracién, obteniéndose una mejora de la relacidn
sefial/ruido, dada la posibilidad de acumular la informacion de varios barridos,
ampliando asi el ambito de aplicacién de la RMN (Sdnchez Ferrando, 2005). También
pueden ocurrir otros fendmenos que ayudan en la determinacion estructural de la
molécula estudiada, como el tiempo de relajacion de espin, que fueron
descubriéndose a lo largo de los afios. La integral de una seiial es proporcional a la
cantidad molar de nucleos implicados en ella, por lo que permite conocer la cantidad

relativa que hay en la estructura (Cohen, 1996).

La técnica evoluciond y se convirtiéd en un método usado frecuentemente para
determinar la estructura tridimensional de moléculas de diferentes tamafos, gracias a
la introduccion en la década de los 80 de imanes superconductores y nuevas técnicas
de pulso mas sofisticadas (Holzgrabe y cols., 1999). Las mejoras conseguidas en los
ultimos afios son debidas a la utilizacién de diferentes tipos de software que permiten
asignar todos los picos, asi como a la aplicacién de criosondas que mejoran la
sensibilidad al mejorar la relacion sefial/ruido o de nuevas secuencias de pulso que

mejoran la sensibilidad, la selectividad y la eficacia de este método.

1 1 . 1
3C, 5N, pero también otros como Fo

Los is6topos estudiados suelen ser 'y,
31p (en el estudio de fosfolipidos), asi como una gran variedad de nucleos metdlicos
como Ni, Pt, Zn o Pb (Ronconi y Sadler, 2008). Las técnicas de etiquetado con >N o *C
de nucleos en posiciones concretas de la molécula estudiada, permiten aumentar la
sensibilidad y resolucién, asi como reducir la complejidad del espectro de RMN. Hoy en
dia, también se utilizan técnicas de atenuacién de la relajacién T, del nucleo o la
polarizacién dindmica nuclear (Lee y cols.,, 2014). Las ultimas mejoras en la

espectroscopia RMN estan basadas en mecanica cudntica, con el objetivo de aumentar

la confianza al elucidar estructuras, ya que se realizan comparando el espectro



obtenido con otros espectros virtuales calculados por métodos computacionales

(Everett, 2015).
4.1.1.Utilidades

La RMN es una técnica que tiene una gran reproducibilidad y estabilidad. Se
puede utilizar para analizar farmacos y para realizar controles de calidad identificando
y cuantificando posibles impurezas. También es util para identificar y cuantificar la
cantidad de farmaco o farmacos existentes en una forma de dosificacién o en mezclas
de compuestos. Otra de sus utilidades es la de poder determinar la composicién
isomérica, asi como conocer las estructuras de tautémeros. También permite calcular
el exceso enantiomérico de un farmaco, ya que mediante la adicién de un agente
quiral a una mezcla de enantidmeros, se pueden generar sefiales diferentes para cada
isdmero (Sanz y Giraldo, 1995). Por ultimo, la RMN se puede utilizar para conocer las
interacciones ligando-proteina, asi como para investigar las propiedades fisicoquimicas

de un compuesto determinado (Mantle, 2013).

Gracias a todas estas utilidades, la RMN se utiliza en el descubrimiento y disefio
de nuevos farmacos de manera muy eficiente, como se verd a continuacion, ya que
revela informacion acerca de las interacciones moleculares que puedan existir a nivel

atdmico, gracias a los cambios producidos en los parametros antes descritos.

4.1.2.Ventajas

Las ventajas del uso de RMN son numerosas en relacién con sus limitaciones.
Permite estudiar las interacciones directamente en diferentes medios, normalmente
en solucién acuosa, lo que es una gran ventaja, ya que es la Unica técnica que permite
la identificacidon de la estructura en estas condiciones. También permite, en ciertas
condiciones, detectar diversas conformaciones de un mismo compuesto. Una gran
ventaja de este método es que permite detectar y cuantificar interacciones sin
necesidad de conocer la funcién de la proteina a la que se unira el farmaco. Permite
incluso trabajar con quimiotecas (bibliotecas de compuestos quimicos) de compuestos

sintetizados mediante Quimica Combinatoria, obteniéndose informacion acerca de



qué molécula se une al receptor estudiado, de las partes que interactian entre ellas y

por dénde se unen (Pellecchia y cols., 2008).
4.1.3.Inconvenientes

Una de las limitaciones de este método es que sélo se puede utilizar para
moléculas pequefias o complejos de éstas con macromoléculas de un peso molecular
(PM) maximo de 30kDa. Ademads, la conformacion de la molécula es altamente
dependiente del entorno, por lo que un pequefio cambio en el entorno puede llevar a
grandes diferencias en la conformacion. Esto se puede solucionar, realizando
promedios de las mediciones de los parametros, y asi obtenemos una conformacién

media de la estructura.

Una limitacidon importante es la falta de sensibilidad en comparacién con otros
métodos. Para solucionarla, se introdujeron los imanes superconductores, aunque esto
aumentd considerablemente los costes. Y mas recientemente se han comercializado
criosondas enfriadas a 20K con helio gas. Por otra parte, las sondas microespirales, de

menor tamafio, consiguen aumentar la sensibilidad en gran medida (Everett, 2015).

4.1.4.Utilizacion de la RMN en metabolomica

Una de las aplicaciones mads recientes de la RMN es la identificacion y
cuantificacién de metabolitos producidos en el organismo, los cuales pueden estar
alterados en ciertas enfermedades o producirse tras la metabolizacion de un farmaco.
La metaboldmica es la ciencia que se encarga de estudiar estos metabolitos y la RMN
es una herramienta excelente para su identificacidn, ya que a las ventajas que tiene el
método de por si, se suma que es un método no destructivo, ya que la muestra puede
ser reutilizada, algo significativo cuando hablamos de metabolitos. Otra ventaja en
este sentido es la posibilidad de identificar los metabolitos y conocer su estructura sin

necesidad de conocer sus propiedades (Leenders y cols., 2015).



4.2. Diseno de Farmacos

La busqueda de remedios para curar las enfermedades y desérdenes que nos
afectan es una aspiracion tan antigua como la propia humanidad y sigue siendo uno de
los retos fundamentales de la sociedad actual. Los gobiernos y los organismos
reguladores, asi como la industria, ven con preocupacion que es necesario mejorar el
proceso de descubrimiento de nuevos medicamentos, ya que en los ultimos afios se
han aprobado menos farmacos, a pesar de que se ha producido un importante
aumento de los recursos destinados a la investigacion y el desarrollo. En la Figura 1 se
ilustra este hecho, incluyéndose las nuevas entidades quimicas registradas entre los
afios 1980-2010. De la misma se deduce una disminucién continuada del nimero de
nuevos farmacos introducidos en los mercados internacionales, a pesar del aumento
sostenido de los costes y de la mejora de la tecnologia. Muchos comentarios han
surgido sobre estas cuestiones, siendo el mds optimista el que se refiere a la
comercializacion de menos pero mejores farmacos, y que la reciente evolucion en la

tecnologia todavia no ha suministrado su verdadero efecto (San Roman, 2013).

80 o

70 < Ventas

globales

Nuevos
60 compuestos

50 o
Costes 1+D

40 o

30 .

]
(]
A

Nuevos compuestos registrados entre 1980-2010

Costes en I+D (1000 millones $)
Ventas globales (1000 millones/10 $)

Anos 1980 1985 1990 1995 2000 2002 2004 2005 2007 2008

Fuente: Centre for Medicienes Research Pharmaceutical
Research and Manufactures Association of America

Figura 1
Gastos en investigacion y desarrollo 1+D, ventas y nuevos

registros de farmacos entre 1980 y 2010 (San Roman, 2013)



Inicialmente, el proceso de descubrimiento de un nuevo farmaco se realizaba
de un modo holistico a partir del conocimiento de las propiedades bioldgicas de los
productos naturales disponibles: una vez conocida la estructura del principio activo se
proponia la sintesis de analogos y derivados con idea de mejorar su perfil
farmacoldgico. Este procedimiento “cldsico” resultaba generalmente lento, largo y
costoso (tanto en medios humanos como técnicos) y los resultados eran, con

frecuencia, pobres.

Con el advenimiento de una aproximacion racional al proceso de
descubrimiento de farmacos, los esfuerzos se han dirigido hacia la identificacion de las
dianas con las que los farmacos deben interaccionar para producir su accién, de
manera que la modulacién de las mismas permitiera evitar la progresion de la
enfermedad. Esta estrategia se ha visto facilitada por los grandes avances producidos
en técnicas tales como las de ADN recombinante, que han permitido la produccion de
practicamente cualquier diana en forma practicamente pura y en las cantidades
requeridas para su estudio. Paralelamente, la aparicion de la Quimica Combinatoria y
las técnicas de cribado de alto rendimiento (HTS, del inglés High-Throughput
Screening) ha expandido enormemente el nimero de compuestos que se pueden
analizar de manera simultdnea en ensayos biolégicos de una manera rapida y eficaz.
Este método permite la identificacion de cabezas de serie que, posteriormente,
mediante sintesis quimica, son modificados para optimizar su interaccién con la diana

(Raghu y Murty, 2011).

En un principio, cuando se disefiaron los primeros farmacos mediante esta
metodologia, se tenian unas expectativas ilusionantes en cuanto a la cantidad de
nuevos farmacos que se irian descubriendo. Y asi fue durante los primeros anos. A lo
largo de los afios, la cantidad de nuevos farmacos que sale al mercado se ha ido
reduciendo, a pesar de los esfuerzos y del gasto en disefio y desarrollo para
conseguirlos. Esto viene provocado porque los métodos empleados han ido perdiendo
eficacia y por la falta de seguridad de los nuevos candidatos de farmacos. Hoy dia, esta
estrategia estd siendo sustituida, o al menos complementada, con una aproximacién
gue consiste en construir el cabeza de serie paso a paso, siendo guiado este proceso

por diversos procedimientos, como veremos mas adelante.
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El disefio y desarrollo de farmacos es un proceso en varias etapas que van
desde una hipdtesis bioldgica hasta un nuevo farmaco aprobado. Estas etapas (Everett,

2015) son las siguientes (Figura 2):

1. Seleccionar la enfermedad que se va a intentar tratar.

2. Seleccionar la diana. Etapa critica, ya que muchos proyectos fracasan en
este punto, por lo que hay que elegirla correctamente. La razén de ello es
gue las dianas son impredecibles, por lo que siempre provocan efectos
adversos en la fase 2, aun dando beneficio frente a la enfermedad
estudiada. De ahi la importancia de esta fase, porque cuando son dianas de
las cuales solo hay datos poco fiables, es decision del equipo que la
investiga, de seguir o no con el estudio de esa diana.

3. Descubrimiento del hit que se une a la diana.

4. Optimizacién del hit a cabeza de serie.

5. Optimizacion del cabeza de serie a farmaco. Estudios in vitro y en animales
de experimentacion.

6. Ensayos clinicos, toxicoldgicos y galénicos.

7. Lanzamiento del farmaco.

8. Apoyo post-lanzamiento.

I Enfermedad |
- Identificacion de dianas
~.» - Desarrollo de ensayos de scresning

| High Throughput Screening | | Cplecciones de compuestos

i B de sintesis o natorales
Hits -+ Disefio
i B - Evaluacion biologica in silico
Leads ‘
1 - Quimica médica (optimizacion de leads)
L ) . ADME tos
- Evaluacion biologica v farmacologica s in vr‘h-oot
Candidatos a
farmacos
- Estudios de seguridad preclinicos
a - Estudios de formulacion
Farmaco
experimental
1 - Ensayos clinicos

-Registro

Figura 2

El proceso de descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos (Pelaez, 2011)
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Las interacciones ligando-proteina son determinantes en la actividad de un
farmaco. El diseio de pequefios ligandos que causen un efecto deseado en la proteina
diana es el enfoque mas importante del descubrimiento y desarrollo de farmacos
(Dean y cols., 1995). Uno de los parametros a tener en cuenta en el disefio es la
druggability de la diana (Owens, 2007), que es la capacidad de que una diana sea
modulada por un ligando lider, ya que es crucial para determinar si un proyecto de
descubrimiento de nuevos farmacos progresa desde el hit hasta el cabeza de serie.
Sélo el 10% del genoma humano se considera como posible diana, y solo la mitad de
éstas son relevantes para la enfermedad, por lo que es importante ser capaces de
predecir hasta qué punto un posible objetivo puede ser considerado como diana en las
etapas iniciales del proceso. Ademas se requieren unas propiedades fisicoquimicas y
unas caracteristicas ADME (Absorcidn, Distribucién, Metabolismo y Excrecion)
adecuadas para que el farmaco pueda ser desarrollado (Pellecchia y cols., 2008). Se
buscan dianas con alta druggability, con un sitio de unidn definido, un tamafio de
hueco adecuado para un ligando pequeiio y con cierta hidrofobicidad y flexibilidad. El
sitio de unidon puede y suele ser modificado tras la formacién del complejo ligando-

diana.

El disefio de moléculas cabezas de serie se realiza en la actualidad
mayoritariamente por cribado de amplias quimiotecas de compuestos (HTS), como ya
se ha comentado anteriormente. Este cribado estd dirigido a seleccionar una serie de
caracteristicas comunes para que unan a un sitio activo de la diana determinada. Estas
caracteristicas pueden ser: pureza, reactividad, propiedades toxicoldgicas, peso
molecular, solubilidad en agua o su facilidad para ser elaboradas. Por lo tanto, segln
estas caracteristicas, se elige una u otra quimioteca para ser analizada y de esta
manera se consigue reducir el nimero de compuestos a analizar. Ademas se eliminan
aquellas moléculas que se sabe desde antes de comenzar que no van a tener éxito.
Otra forma es utilizar quimiotecas de compuestos similares a farmacos conocidos para
una diana concreta. En definitiva, lo que se quiere encontrar son ligandos pequenos,
hits, con baja afinidad por macromoléculas. El peso molecular de estas dianas debe ser
menor a 350KDa. Los hits también deben tener una solubilidad razonable, ya que a

partir de ellos, se quieren obtener cabezas de serie de alta afinidad y faciles de
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elaborar. Posteriormente, seran optimizados hasta conseguir un farmaco concreto de

alta afinidad (Stockman y Dalvit, 2002).

Actualmente, este proceso ofrece un rendimiento pobre, ya que tiene una serie

de problemas:

¢ No se identifican dianas fiables con druggability para farmacos de uso
humano, o simplemente porque no se pueden unir moléculas pequefias a
las dianas.

@ Se consiguen réplicas de farmacos. Por ello hay que tener en cuenta las
patentes y consultar base de datos para evitarlo. Trabajar con hits y cabezas
de serie novedosos seria otra solucion.

@ Los hits identificados no suelen ser de calidad, por lo que los cabezas de
serie posteriormente obtenidos carecen de propiedades fisicoquimicas
adecuadas. Por ejemplo, un cabeza de serie grande y lipdfilo tiene baja
biodisponibilidad oral, por mucha potencia que tenga como ligando para

una diana concreta.

Para solucionar este ultimo inconveniente, actualmente, las industrias utilizan
como base cabezas de serie de bajo PM, ya que asi hay mayores posibilidades de
obtener un farmaco tras la optimizacion. Esta se realiza con una monitorizacién de alto
rendimiento del ADME. Se suelen buscar cabezas de serie que cumplan la Regla del 5
de Lipinski (Lipinski y cols., 1997), con el fin de obtener un lider con alta potencia,
especifico, con buena solubilidad en agua, con estructura sencilla y que no tenga
grupos reactivos (Pelaez, 2011). Aplicar esta regla, permite la filtracién de las bases de
datos y reducir el nimero de hits que realmente tienen utilidad, ya que en principio, el
numero de farmacos potenciales que se tendrian que escanear es enorme (Hajduk,

2006).

La identificacién de la estructura del cabeza de serie se puede hacer por

diferentes métodos:
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Identificacion a partir de farmacos existentes, ya sea que tengan efecto para
la misma enfermedad que la estudiada o que se utilicen para otras
enfermedades con el fin de conseguir el mismo objetivo.

Identificacion tras analizar el complejo diana-ligando. Una vez que se analiza
el complejo, la estructura del ligando se puede alterar o mantener, con el fin
de obtener la mejor estructura para la estabilidad del complejo.
Identificacion por medio de sintesis combinatoria.

Disefio virtual por ordenador. A partir de las estructuras conocidas de
ligandos que estdn almacenadas en base de datos, se hacen modelados
moleculares y se predice una estructura que pueda tener alta afinidad.
Permiten realizar cribados y ensayos sin utilizar muestras reales. Ayudan a
entender el mecanismo de accion de farmacos y mejoran su efecto
terapéutico. Ya se han disefiado varios farmacos frente al SIDA con éxito.
Obtenerlos por azar. Un ejemplo es que gracias al descubrimiento fortuito
de la accién transportadora de la biotina, se han desarrollado farmacos a
partir del acido fdlico, que es un ligando 6ptimo y selectivo frente a algunos
tipos de cancer y enfermedades inflamatorias (Low y cols., 2008).
Identificacion por RMN. A partir del andlisis de los espectros obtenidos se

pueden optimizar los cabezas de serie como veremos a continuacién.

4.3. Utilizacion de la RMN en el Disefio de Farmacos

La RMN es una herramienta poderosa ya que permite identificar a cabezas de

serie con bajo peso molecular y baja afinidad, pero que tienen un alto potencial para

convertirse en ligandos de alta afinidad tras la optimizacién. Utiliza una “sinergia”

entre quimica combinatoria, quimica medicinal, cribado de alto rendimiento (HTS),

disefio de farmacos basado en la estructura, y gendmica (Stockman y Dalvit, 2002).

Durante las tres ultimas décadas, después del establecimiento firme de la

espectroscopia de RMN de alta resolucién en liquidos como la herramienta esencial

para caracterizar la constitucion molecular y la conformacion de moléculas organicas
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pequeiias, las contribuciones de la RMN al disefio y desarrollo de farmacos se han
ampliado para abarcar otros aspectos importantes. Estos incluyen la caracterizacion de
la estructura y la dindmica de proteinas solubles de tamafio medio y de dacidos
nucleicos, y de sus complejos con moléculas pequefias, asi como la identificacién y
caracterizacidon de la unidn reversible de ligandos pequeiios de afinidad débil a las
macromoléculas. En este sentido, la RMN se ha convertido en una herramienta
fundamental en el descubrimiento de nuevos farmacos, ya que se utiliza en casi todas
las etapas del mismo y permite la comprension completa de las propiedades de las

moléculas y de su comportamiento (Everett, 2015).

El proceso de disefio de un farmaco suele durar varios afios. Comienza con la
identificacidon del gen que expresa la proteina diana. La estructura 3D de esta diana se
determina por medio de RMN (RMN macromolecular). A partir de aqui, se realizan
escaneos por RMN de pequefias moléculas, hits, y se disefian compuestos que
interaccionen con la diana estudiada. Mas tarde se sintetizan cabezas de serie a partir
de los hits y se cuantifica la relacién unién/actividad in vitro. Si los resultados son
favorables, se continta con los ensayos in vivo y se puede observar su comportamiento
gracias a la RMN in vivo. Este es un proceso ciclico (Figura 3), que se repite hasta
encontrar compuestos lo suficientemente potentes para interaccionar a baja
concentracion con la diana estudiada. Una vez que obtenemos un candidato concreto
a farmaco, se pasa a los ensayos preclinicos en animales, y finalmente, a los ensayos
clinicos en diferentes grupos de personas. Estos 2 ultimos pasos transcurren durante
bastantes afios y son los definitivos, ya que muchos de los posibles farmacos que se

seleccionan son desechados en estas etapas y no llegan a comercializarse (Larson,

2012).
RMN Pequefias Moléculas . | SINTESIS <
Figura 3 &Eﬁo/ozscusmw:wﬂ ENSAYO IN VIVO
Esquema del proceso de A i
desarrollo de farmacos usando
RMN (Upmanyu y cols., 2007)

RMN Macromolecular UNION / @
ACTIVIDAD IN VITRO
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Las ventajas que ofrece la aplicacién de la espectroscopia RMN al disefio de

farmacos son numerosas (Pellecchia y cols., 2008):

@ Permite identificar dianas sin necesidad de conocer su funcidn,

@ Permite obtener una informacion rapida sobre el sitio de unién, la distancia
entre proteina-ligando y el modo de unidn,

¢ Es un método muy robusto, fiable y reproducible, que se puede utilizar a lo
largo de todo el proceso de disefio de farmacos, al tener diversas
aplicaciones,

@ Permite seleccionar moléculas con alta potencia, que tengan situaciones
Optimas de unidén, es decir, situaciones que contribuyan a una alta entalpia
de uniodn. Por ello, farmacos que tengan alta libertad conformacional o que
prefieran adoptar conformaciones distintas a la conformacion de unién, no
son buenas moléculas, ya que tienen baja entalpia de unidon. Otras técnicas
no obtienen moléculas de alta potencia con la fiabilidad que las consigue la

RMN.

Los métodos actuales de RMN capaces de identificar y caracterizar la unién de
moléculas pequefias a una macromolécula se encuadran en dos categorias principales,

dependiendo de las sefiales observadas:

1. Experimentos que detectan las sefiales del ligando y

2. Experimentos que detectan las sefiales del receptor.

Los métodos basados en la deteccidn de las sefiales del ligando hacen uso
frecuentemente de la espectroscopia RMN de *H y 3C, aunque los espectros de *°F y
31p también se estan utilizando en la industria farmacéutica. Por el contrario,
generalmente los métodos basados en la deteccidn de las seiales del receptor suelen
requerir la produccidn de proteina marcada isotépicamente y la adquisiciéon de
espectros 2D de correlacién heteronuclear para monitorear los cambios de los
desplazamientos quimicos del receptor tras la unidon del ligando. Estos ultimos
métodos estan limitados a dianas con pesos moleculares menores de unos 30-40 KDa
(a menos que se utilice la perdeuteracion), aunque son mas robustos que los primeros

ya que permiten identificar los ligandos reales, incluso los que se unen de manera

16



irreversible, y permiten revelar informacion estructural crucial sobre el lugar de unién

del receptor (Campos-Oliva, 2011).

Algunas de estas aproximaciones son mas adecuadas para los métodos de
screening y/o la validacion de hits a partir de HTS (Tabla 1), mientras que otros son
usados para guiar la optimizacidn de hits en compuestos cabeza de serie mds potentes

y selectivos (Tabla 2) (Pellecchia y cols, 2008).

Tabla 1
Métodos de RMN para el screening de compuestos y/o validacion de hits*

Aproximacion Senal observada Uso Descripcion
Screening primario Identifica compuestos que
Mapeo del o . .
) L. Receptor Validacién de hit se unen ala dianay
desplazamiento quimico L, o
Lugar de unioén modifican sus &
. Screening primario Identifica compuestos que
STD Ligando e . s
Validacion de hit se unen débilmente

Identifica compuestos que
WaterLOGSY Ligando Screening primario se unen usando NOEs
mediados por el agua

. . . . Deteccion de fragmentos
SLAPSTIC Ligando Screening primario .
gue se unen. Muy sensible

. . Identifica compuestos que
. Screening primario .
TINS Ligando L, . se unen frente a dianas
Validacion de hit . .
inmovilizadas

L, . Screening primario Permite la estimacién de la
Relajacion T,y T, Ligando . . .
Validacién de hit afinidad
Validacion de hit Permite determinar la
NOE de transferencia Ligando Conformacion ligandos conformacion bioactiva del
flexibles ligando
Mide la diferencia en
i L, . Screening primario velocidades de difusidn para
Medidas de Difusion Ligando o . . .
Validacién de hit ligandos en el estado unido

frente al libre

*

NOE: nuclear Overhauser effect; SLAPSTIC: spin labels attached to protein side chains as a tool to identify
interacting compounds; STD: saturation transfer difference; TINS: target immobilized NMR screening; T, y T,:
tiempos de relajaciéon longitudinal y transversal, respectivamente; waterLOGSY: water-ligand observed via
gradient spectroscopy.
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Tabla 2
Métodos de RMN para la optimizacion de hit a cabeza de serie*

Aproximacion Sefial observada Uso Descripcion

Lieand Informacion estructural
igando
SAR by NMR R & ; FBDD Screening Disefio de ligandos bidentados
eceptor
P Optimizacién del ligando
. Deteccion sensible de fragmentos y
FBDD Screening

SAR by ILOEs Ligando-ligando L, . compuestos que interaccionan
Optimizacion del ligando

débilmente
. Detecta interacciones ligando-
Pharmacophore by . . FBDD Screening . . .
Ligando-ligando o . ligando mediadas por proteina.
ILOEs Optimizacion del ligando i )
Blsqueda basada en el farmacéforo
Detecta interacciones ligando-
. . Caracterizacion de ligando mediadas por proteina
INPHARMA Ligando-ligando L, .
compuestos (competicién por el mismo lugar de

unién)

* FBDD: fragment based drug design; ILOE:interligand nuclear Overhauser effect; INPHARMA: interligand NOEs para
mapeo del farmacéforo; SAR: structure-activity relationship.

Entre los primeros métodos, quizds el mas robusto e interesante sea el mapeo
del desplazamiento quimico de las sefales de la diana, mientras que entre los
segundos, es el denominado SAR by NMR el que se considera mas potente como
herramienta en el disefio de fadrmacos basado en fragmentos, el cual se tratard mas
adelante. Se presenta a continuacion un breve resumen del primero de los métodos

mencionados.
4.3.1. Importancia del mapeo de desplazamiento quimico en el disefio de farmacos

El experimento de RMN mas comuinmente utilizado en este método es la
heterocorrelacion bidimensional protén/nitrégeno-15, denominado *H-°N 2D HSQC
(Heteronuclear Single Quantum Correlation), de proteinas marcadas con >N. Dado que
este experimento observa las sefales NH de los grupos amida, quimicamente Unicos
en el contexto de la estructura terciaria de la proteina, permite el seguimiento de las
interacciones en una manera especifica del residuo que se modifica (Dias y Ciulli,

2014).

La interaccién entre un determinado ligando y una posible proteina diana se

puede poner de manifiesto gracias a la correlacion de los cambios que se producen en
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el desplazamiento quimico de algunas sefiales NH de la diana, que se pueden observar
en los espectros 'H->N 2D HSQC cuando el ligando se une al sitio activo de la diana,
compardndose con el espectro que origina esa diana sin la adicion del ligando. Por lo
tanto, un mapeo de los desplazamientos quimicos permite identificar de forma

inequivoca la localizacién de los sitios de unién de un ligando a una proteina diana.

Este mapeo puede ser convencional, cuando se compara el espectro de la
proteina con el del complejo proteina-ligando, o mapeo diferencial, comparando 2
espectros con una misma proteina unida en cada espectro a 2 ligandos distintos y
detectando las diferencias que existen en los desplazamientos quimicos de ambos.
Para considerar una perturbacion o cambio en el desplazamiento quimico como
significativa, la diferencia entre el pico en ausencia de ligando y el pico con el ligando
unido, debe ser mayor que 0,1 ppm (Ecuaciéon 1) (Stockman y Dalvit, 2002). Un
inconveniente del método es que se requiere una alta concentracidn de proteina
purificada para realizar este proceso (Larson, 2012). No obstante, se puede determinar
la fuerza de la interaccidn ligando-proteina gracias a Keq (constante de equilibrio del

complejo formado) o Kp (constante de disociacién) (Zou y Sadler, 2015).

2 2
Aa = \/[(6( 1H' ppm)libre - 6( IH' ppm)unido) + O' 04 x (S(ISN' ppm)libre - S(ISN' ppm)unido) ]

Ecuacion 1
Ciélculo de la diferencia en el desplazamiento quimico entre la sefial producida en ausencia de ligando y la de

en presencia del ligando. Si A8 > 0,1 ppm, se considera cambio significativo (Stockman y Dalvit, 2002).

La Kp de un complejo ligado-proteina es la correlacién de concentracién de
fraccién de ligando que se une formando complejo frente a la concentracidon total de
ligando presente. Es la constante de disociacién del complejo, que indica el grado de

afinidad del ligando por la proteina. Segun el valor de Kp, la unién puede ser:

¢

Kp < 1uM => Unidn fuerte,

¢

Kp = 1uM => Unién moderada,

¢

Kp > 10uM => Unidn débil,

¢

Kp > 1M => No formacion de complejo, no se observan efectos en RMN.
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Para ligandos de unidn fuerte es despreciable la concentracion de proteina y
ligando libre, por lo que se puede asumir que por completo estdn en estado de unidn,
por lo que el complejo se comporta como una molécula estable simple. Esto conlleva a

que en el espectro no se aprecien sefales de especies libres o de intercambios.

Para aquellos en los que la unién es moderada, coexisten especies libres de
proteinas y ligandos y de ambas formando complejo. Dependiendo de la estabilidad
del complejo, el intercambio podrd afectar al espectro o no. Si la Kp= 1mM, el 50%
estaran en estado libre y el otro formando complejo, por lo que en esta situacion es
dificil analizar el espectro y es por ello por lo que se suele dirigir hacia la formacién de
complejo anadiendo exceso de ligando. Las sefales de exceso pueden ser eliminadas
del espectro, pero la solubilidad debe ser alta. Con esto se consiguen interacciones
moderadamente fuertes que llevan a un equilibrio entre los estados libres y unidos de

los compuestos, lo que permite obtener informacién estructural.

Para uniones débiles, no es posible forzar este estado, ya que sélo existe una
pequefia cantidad en estado complejado, por lo que es imposible determinar la
estructura tridimensional del complejo. En cambio, la RMN permite obtener cambios
conformacionales que se producen tras la formacién del complejo y las regiones que

estan implicadas en la unioén.

Hay que tener en cuenta que la unién de otra molécula a una regién cercana al
sitio activo estudiado, puede perturbar los espines de los nucleos que se encuentren
en el sitio de unidn, sin necesidad de que la estructura cambie. En el caso de que asi
fuera y se produzca la reordenacion, no se podria localizar el sitio de unién por medio
de la RMN, aunque son pocos los casos en los que esto ocurre (Holzgrabe y cols.,
1999). Seglin como se observe el cambio experimental en el desplazamiento quimico,
se puede cuantificar la afinidad de unién segun la intensidad de las proteinas libres o

unidas. Se diferencia entre:

@ Intercambio lento: los ligandos tienen alta afinidad de unién, Kp < 1 uM. Las

sefiales de los ligandos aumentan de forma gradual a medida que se forma
el complejo. Esto significa, que a medida que va desapareciendo del estado

libre, aumenta de forma concomitante la forma unida, y por tanto, su
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intensidad. Esto ocurre cuando la diferencia en valor absoluto de los
cambios del desplazamiento quimico entre las formas libres y unidas es
mucho mayor que la constante de intercambio (kexc): |Siibre = Ounido|>> Kexc
(Figura 4, abajo, residuos 230y 250).

@ Intercambio rapido: los ligandos tienen baja afinidad de unién, kp > 10 uM.

Los cambios en el desplazamiento quimico se producen de forma no lineal
con la cantidad de proteina libre respecto a la que se encuentra en la forma
de complejo. Se puede observar cuando la diferencia en el valor absoluto de
los desplazamientos quimicos en estado libre y en forma unida, es menor

que Kexc: | Siibre = Sunido | < Kexc (Figura 4, arriba, residuos 203 y 214).

¢ Intercambio intermedio: | &jibre = Ounido| = Kexc- (Figura 4, abajo, residuo 158).

116.0/ (\* §/§§ 203
117.0 (@ﬁ}i&\z § >

N
118.0 @ )
—_— e 214
/’/ﬁ% —
= =
119.0} =
T.25 7.20 HN 715 7.10 7.0
117.9
118.4
118.9-
11249
N
112.9} = %
; 7 <___‘\_§§__
120.4; e .
QN _
120.9} AN ﬁ?ﬁ‘@
o7 o6 9.5 HN 94 o3 9.2 2.1
Figura 4

Desplazamientos de las sefiales amida de una proteina tras la unién de un ligando. Los
dos paneles muestran regiones representativas con la superposicién de trece
espectros '"H-"N 2D-HsQC de PCNA, una proteina humana trimérica de 98 KDa,
perdeuterada y marcada con 15N, registrados con cantidades crecientes de un ligando.
Las flechas indican el movimiento durante la titracién de cinco residuos amidas
seleccionadas: Arriba, los residuos 203 y 214 sufren intercambio rapido. Abajo, los
residuos 230 y 250 sufren intercambio lento, mientras que el residuo 158 presenta

intercambio intermedio (Campos-Olivas, 2011)
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Como hemos visto anteriormente, cambios significativos en el desplazamiento
quimico entre el espectro de la proteina libre y cuando tiene unido un ligando,
permiten obtener un mapeo con informacién estructural sobre el sitio de unién, e
identificar y cuantificar la afinidad de unién de compuestos hits. La afinidad de unién
depende de las propiedades termodinamicas y cinéticas de los compuestos. El mapeo
del desplazamiento quimico permite obtener informacidon estructural, tanto de la
diana como de los posibles lideres que se puedan unir, e informacién dinamica, sobre
la flexibilidad del complejo y de los compuestos libres para conocer de forma mas
precisa las interacciones. Por ello, también puede ser utilizada para validar nuevos hit
obtenidos por HTS y para guiar la optimizacién de ellos con el fin de que sean potentes
y selectivos para la diana estudiada. En la identificacidon del cabeza de serie, se buscan
hits con baja afinidad de unién, que en los espectros se aprecie intercambio rapido, lo
que significa que las diferencias entre los cambios de desplazamiento quimico son
pequeiias. La afinidad para 2 ligandos que unen en el mismo sitio de unién puede
estimarse comparando la magnitud relativa de los cambios en el desplazamiento
quimico. Después se llevara a cabo la optimizacién del cabeza de serie y con ello, el

aumento de la afinidad del futuro farmaco por la diana.

Para que una molécula pueda ser analizada por RMN, debe cumplir una serie
de requisitos. La muestra debe tener un pH ajustado, por lo que es necesario utilizar
solucién tampdn fosfato, ya que no puede haber cambios en el pH, que podrian
provocar cambios en el desplazamiento quimico de las muestras, lo que conllevaria
complicaciones en el analisis del espectro. En el caso de las dianas farmacoldgicas, no
deben muy ser grandes, con un peso molecular no mayor de 40 KDa. Pero en la
practica pocas tienen ese tamaifo, por lo que se puede llevar a cabo una
perdeuteracion (sustituir *H por 2H) de la muestra para aumentar el rango de PM hasta
los 100 KDa. En todo caso, se suelen utilizar proteinas marcadas isotépicamente con
>N 0 *3C para reducir la complejidad de los espectros 2D *H-°N o *H-*3C (Pellecchia y
cols., 2008). Sin embargo, este tipo de etiquetado aumenta enormemente el coste del
método. Por otro lado, los etiquetados solo se han conseguido en sistemas

bacterianos, por lo que es otra limitacion (Huth y cols., 2005).
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Se pueden analizar de 100 a 200 espectros de heterocorrelacién 2D 'H/™N en
un dia, lo que se traduce a unos 1.000 compuestos analizados a lo largo del dia. Una
vez que se encuentran diferencias en el desplazamiento quimico, se escanean los
compuestos por separado para identificar qué compuestos son los responsables, los
gue se unen a la diana. La Kp se puede conseguir a partir de una valoracién de un
ligando con una solucién de proteina, al medir los cambios en el desplazamiento
quimico en funcién de la proporcion proteina/ligando. Sin embargo, con una técnica
de alto rendimiento, utilizando criosondas, se puede llegar a escanear mas de 100.000

compuestos por semana.

Uno de los problemas de este método para el disefio de farmacos es que la
cantidad de proteina necesaria es relativamente alta, por lo que debe utilizarse de
forma eficiente. Es por ello por lo que las muestras de ligandos van agrupadas en
guimiotecas de mezclas de un gran nimero de compuestos (Pellecchia y cols., 2008).
Estas quimiotecas de gran tamaifo son un problema, ya que un mayor nimero de
compuestos a analizar conlleva un mayor gasto de recursos. Este problema se puede
solucionar eliminando compuestos que son demasiado similares de las bibliotecas,
ademdas de aquellos que no proporcionan informacion. Que estas moléculas
desechadas en un primer momento no pasen por el primer cribado no tiene
repercusion, ya que en las futuras optimizaciones se pueden llegar a obtener para
conseguir un ligando (Everett, 2015). Otra posible solucién es la inmovilizacién de las
proteinas diana, que se pueden fijar a un sustrato y realizar el cribado de forma que los
compuestos se van afiadiendo y generando la sefial correspondiente. Entre cada
guimioteca analizada, la proteina se lava, eliminando los compuestos, y pudiendo ser
reutilizada. En esta alternativa se utiliza una sonda de flujo dual para compensar las
incertidumbres que surgen cuando las sefales de las sucesivas muestras van

recogiéndose.

4.3.2. La RMN en metabolémica para el diseiio de farmacos

La utilizacion de RMN en metaboldmica también permite descubrir y disefiar

nuevos farmacos. La RMN ayuda a conocer qué metabolitos son responsables de una
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enfermedad, con el fin de sintetizar hit o lideres que se parezcan a ellos para el
tratamiento de la enfermedad. También identifica aquellos metabolitos que son
generados por los farmacos, para redisefarlos en busca de reducir su toxicidad y

aumentar su actividad (Pellecchia y cols., 2008).

4.4. Método SAR by NMR

En las ultimas décadas, el disefio de farmacos basado en fragmentos (FBDD, del
inglés Fragment Based Drug Design), ha emergido como una aproximacion mas
racional que el método HTS (High Throughput Screening), ya comentado en el
apartado 4.2, al proceso de descubrimiento de nuevos farmacos. En este nuevo
enfoque, un compuesto es construido paso a paso dentro del lugar de unién de la
diana, basandose para ello en la identificacion de pequefios fragmentos quimicos, que
pueden unirse de manera independiente débilmente a la diana, pero que tras su
combinacidon mediante el espaciador adecuado, produce una molécula cabeza de serie

con alta afinidad por la misma.

Este nuevo método FBDD se puede comparar ventajosamente con el screening
HTS: en el método HTS las quimiotecas que se utilizan contienen hasta un millén de
compuestos con pesos moleculares en torno a 500 Da y se buscan afinidades de unidén
(Kp) en la escala nanomolar. En contraste, en las primeras fases del proceso FBDD, se
utilizan quimiotecas con sélo unos pocos miles de moléculas pequefias, de gran
diversidad estructural, con pesos moleculares de unos 150-300 Da (denominadas
“fragmentos”) y se considera suficiente conseguir ligandos con una afinidad en la

escala milimolar.

Similarmente a la conocida regla del 5 de Lipinski, se ha propuesto la regla del 3
(Congreve y cols., 2003) para guiar el disefio de estas quimiotecas de fragmentos, con

los siguientes principios:

1. Peso molecular €300 Da,
2. LogP cercano a 3,

3. Donadores y aceptores de enlaces de hidrégeno en nimero < 3,
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4. Enlaces con giro libre <3,y

5. Alta solubilidad en agua.

Muchas compafiias farmacéuticas y laboratorios de biotecnologia han
construido sus propias quimiotecas de fragmentos en los Ultimos afios, como Sanofi y

AstraZeneca o Apointech.

El factor clave en esta aproximacion FBDD al disefio de farmacos es disponer de
un método adecuado para detectar estas uniones tan débiles. Y es aqui donde entra en
juego la RMN: la primera descripcion de FBDD fue publicada por un grupo de los
laboratorios Abbott en 1996, haciendo uso de espectros 'H->N HSQC de una proteina
marcada isotdpicamente (Shuker y cols., 1996). Esta estrategia recibié desde ese
primer momento el nombre de SAR by NMR (Structure-Activity Relationship by Nuclear

Magnetic Resonance).

Actualmente, compafias como Abbott y Evotec utilizan este método para el
disefio de farmacos, a partir de la informacidon de otros farmacos anteriores, o bien,
disenandolos desde cero, todo ello gracias a la diversa informacién que se puede
obtener por medio de la espectroscopia RMN. Consta de los siguientes pasos (Huth y

cols., 2005) (Figura 5):

1) Identificacidn de la diana

Identificar la diana, que es responsable de una enfermedad, con la cual hay que

interaccionar.

2) Conocer el sitio de union

Detectar el sitio de unién del ligando en la superficie de la proteina diana. Hay
relativamente pocas regiones en la superficie que intervienen en la mayoria de
la energia libre que hay en la unién. Por lo que el resto de uniones solo sirven

para modular la especificidad.

3) Cabezas de serie de primer sitio

Identificacién de cabezas de serie con baja afinidad, por medio de un cribado

de quimiotecas. Se utiliza la RMN bidimensional 'H/®N HSQC. Se denominan

25



cabezas de serie de primer sitio. Para este cribado, a una muestra de proteina
se le afiade una mezcla de 10-30 compuestos con posibilidad de unirse. Una vez
qgue se aprecian cambios en el desplazamiento quimico de alguno/s de los
grupos NH de la diana, se lleva a cabo la desconvolucién de la mezcla de
ligandos para concretar cual o cudles son los responsables de esas
perturbaciones. Si no se aprecian cambios en el desplazamiento, se descartan

todos los compuestos de la mezcla de fragmentos que se utilizé.

4) Optimizacion del ligando de primer sitio

Optimizacion de cabezas de serie por modificacion quimica. Se persigue
aumentar la afinidad y mejorar las propiedades fisicoquimicas, con el fin de

obtener un ligando de alta afinidad.

5) Cabezas de serie de sequndo sitio

Identificacion de uniones con otros ligandos, en presencia de cantidades
saturadas del primer ligando ya optimizado. También se utiliza la RMN 2D
'H/N HSQC. Debe haber cantidades saturadas del primer ligando para que se
ocupe el primer sitio, y con ello evitar que los compuestos que se utilizan para
detectar el otro posible sitio de unidn se agrupen en el primer sitio. Se deben
utilizar los ligandos de primer sitio una vez optimizados, que ademas de ser de
mayor calidad, tienen mayor afinidad por la diana, y evitar que haya falsos
positivos por unién competitiva. En cambio, el tamano del primer ligando ya
optimizado debe ser pequeio, para evitar la oclusién del segundo sitio de

union.

Por otro lado, la unién del primer ligando puede alterar significativamente la
energia potencial del sitio, ademas de permitir la identificacion de mayor
diversidad de cabezas de serie para el segundo sitio. Esta alteracidén suele ser
favorable, de cooperacién, por interacciones potenciales entre ligandos. Si es
un cabeza de serie de unidn simultanea al de primer sitio, en el espectro se
observardn nuevas sefiales provocadas por la uniéon del segundo cabeza de

serie y sus sefiales no se veran afectadas por el primer ligando. En cambio,
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6)

7)

cuando ambos ligandos se unen al mismo sitio activo, aparecen resonancias

perturbadas por la competencia entre ellos.

Para diferenciar de manera inequivoca si el ligando es de uno u otro tipo se
realizan valoraciones para cada cabeza de serie, sélo y en presencia del ligando
de primer sitio. En el caso de una union simultanea, la Kp es independiente en
presencia del otro ligando, incluso puede aumentar su valor si es una unidn
cooperativa. Este caso seria bastante beneficioso para aumentar el potencial de
unién del farmaco definitivo. En caso de que sea una unién competitiva, la

afinidad de unién de un ligando se ve reducida en presencia del otro.

Optimizacion del ligando de sequndo sitio

Si se localiza el otro lugar de unidn, se trata de identificar el cabeza de serie que
interacciona y optimizarlo. Los ligandos de segundo sitio son aquellos que
ocupan los sitios de unién periféricos y proximos al lugar de unién del primer

ligando, en presencia de éste.
Conexion

La unidén simultdnea de los dos ligandos permite obtener un ligando final de
alta afinidad. Para ello se inmovilizan los dos ligandos en la posicién dptima de
interaccion y se unen quimicamente por un conector que mantenga la
orientacién y la distancia entre ellos. El fragmento de uniéon se obtiene
empiricamente segun la informacién estructural obtenida por RMN. Hay que
procurar que no haya cambios en la orientacidon de los 2 ligandos, ya que
provocaria la pérdida de potencia. Disefiarlo de novo no es practico, por ello
existe una seleccién de compuestos que se suelen utilizar para obtener buenos
conectores, que son simples y que se pueden obtener facilmente por sintesis
guimica. Se puede modificar su longitud, su flexibilidad, etc., con el fin de unir
los ligandos y que tengan maxima afinidad, por lo que tienen gran libertad
conformacional, aunque pequefos cambios pueden provocar efectos

significativos en la afinidad del compuesto final.
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Se pueden hacer simulaciones sencillas, que permiten un modelado estructural
del conector mas facil, utilizando paquetes de software, como por ejemplo,
LUDI, ALLEGROW o QXP. Cambios y estructuras comunes que se suelen utilizar

en la formacidn de los conectores son los siguientes:

Inclusién de dtomos de O/S para mejorar la flexibilidad,

Q

b. Evitar conectores alifaticos, ya que disminuyen la diversidad
conformacional,

c. Para conectores de 3 atomos, el hidroxietil (CCO), es el que ofrece
mayor rango de diversidad conformacional. En cambio, de los utilizados,
el propil (CCC) es el que menos ofrece,

d. Para conectores de 4 dtomos, metiletiltioéter (CCSC) es el que ofrece
mayor rango de diversidad conformacional, seguido de hidroxipropil
(CCCO). La acilsulfonamida (ASULF) y el butil (CCCC) son los que menos
ofrecen,

e. Los dobles enlaces ayudan a tener una mayor variedad al tener menor
impedimento estérico, aunque por otro lado pierde rotacidn por el
enlace. Una vez que se produce la conexion con éxito, se refina y rigidiza

segun la informacion estructural del ligando.

El objetivo de la conexidon de los fragmentos es aprovechar la gran afinidad que
pueden llegar a tener los compuestos bidentados y se consigue aumentando las
interacciones entre proteina-ligando, es decir, aumentando su entalpia, y evitando la
pérdida de entropia en posibles traslaciones y rotaciones que puedan ocurrir tras la

union.
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Figura 5. SAR by NMR
a-c) Se aprecian los pasos para obtener un ligando a partir de este método. d-f) Ejemplo de farmaco

disefiado a partir de este método, un inhibidor de la estromelisina (Pellecchia y cols., 2002)
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4.4.1. Ventajas del método SAR by NMR

Aunque tiene un coste mayor que otros métodos de cribado, este método

ofrece muchas ventajas (Huth y cols., 2005; Holzgrabe y cols., 1999):

@ Tiene un alto rendimiento. Esto se debe a la alta sensibilidad al utilizarse el
espectro bidimensional *H/*>N HSQC y la facil evaluacién de compuestos, ya
gue se pueden llegar a analizar unos 1.000 compuestos al dia,

@ Los cambios apreciados son la evidencia mds determinante de que se
produce una union bien definida y especifica,

¢ Tiene alta sensibilidad para ligandos de baja afinidad,

@ Permite la cuantificacién facil de Kp,

@ Es una técnica inmune a falsos positivos que pueden producirse por uniones
no especificas,

@ Siaparecen artefactos, pueden ser detectados facilmente,

@ Un cambio en el desplazamiento quimico producido por la unién de un
ligando permite detectar que hay unidn, identificar el sitio de unién vy
orientar al ligando en la diana. Es decir, que ofrece mucha informacién y que
esta puede ser utilizada como huella digital,

@ Aumenta el espacio quimico exponencialmente al tamafio de la quimioteca,
por lo que se pueden escanear una mayor diversidad de compuestos en
menos tiempo,

@ La edicion espectral es capaz de eliminar sefiales del ligando. Por ello, se
pueden realizar experimentos a altas concentraciones de un ligando, como
por ejemplo, al detectar el segundo cabeza de serie en presencia de cantidad
saturada de ligando de primer sitio,

@ Para mejorar su rendimiento se pueden utilizar criosondas o etiquetado B3¢
de metilos de aminoacidos, por lo que, actualmente, es de aplicacion

rutinaria sobre dianas con un peso molecular mayor incluso de 40 KDa.
4.4.2. Ejemplos de aplicacion del método SAR by NMR
Uno de los primeros farmacos sintetizados por este método fue un inhibidor

del receptor FK506, que es el encargado de la activacion de las células T. Una de las

30



utilidades de FKBP, que fue como se llamo a este inmunosupresor, es la de suprimir las
reacciones tipicas que se dan como rechazo tras un trasplante. Como ligando de
primer sitio de unién se identificé un derivado del acido pipecolinico, con una Kp=2
KUM. En condiciones saturadas de éste, se obtuvo que un derivado de la benzamilida,
con Kp=0,8 uM, se unia a un sitio de unién préximo al del primer ligando. Se hizo un
muestreo de ligandos similares a este ultimo obtenido, que tuviera mayor afinidad por
FK506. Se eligié un compuesto con Kp=100 uM como segundo ligando. Para desarrollar
el conector entre ambos, se encontraron cinco con buena afinidad por el receptor.
Finalmente se eligié uno de ellos y se generé el compuesto FKBP de alta afinidad con

Kp= 19 mM (Shuker y cols., 1996).

Otro ejemplo de farmaco obtenido por SAR by NMR es un inhibidor de Ia
estromelisina, una metaloproteasa que se asocia con inflamacién en sujetos
asintomaticos con factores de riesgo cardiovascular. Este farmaco actia como
inhibidor de artritis y de metastasis de tumores. En este caso, el ligando de primer sitio
se escoge de antemano al ser una autoproteasa. Es acido acetohidroxamico, con Kp=
15 mM, ya que muchos inhibidores de las metaloproteasas contienen restos de este
acido. En condiciones de saturacion de este ligando, se busca por RMN un segundo
ligando. Es una busqueda focalizada en compuestos hidrofdbicos, ya que se uniria a
subsitios de este mismo tipo. Se eligen analogos de bifenilos, que presentan buena
afinidad. Tras optimizacién de éste, se determina un conector de 2 C de longitud. Y con

ello se obtiene el ligando bidentado definitivo, con Kp=20 mM.

N=C
o>~ N\H N\::>—© O O O\_>,~N?H
(1) (2) (3) ° H

Figura 6
Ligandos obtenidos (1 y 2) por SAR by NMR y su posterior conexion (3),

de un inhibidor de la enzima estromelisina (Stockman y Dalvit, 2002).
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También se pueden identificar farmacos que interactien con receptores
acoplados a proteina G, como el GPR40. Este es un receptor de acidos grasos de las
células B-pancredticas, que se encarga de aumentar la secrecién de insulina cuando es
activado. En caso de que no se secrete bien la insulina, siempre y cuando no sea por la
afectacién de las células B, se pueden sintetizar farmacos que actian activando este
receptor, a partir de ligandos que interactien con esta diana (Bartoschek y cols.,

2010).

Para finalizar, indicar que, dado que el proceso global de poner en el mercado
un nuevo farmaco es cuestiéon de bastantes afios como ya se comentd, todavia se
tardard algun tiempo en ver los resultados netos de la aplicacién de esta nueva
aproximacion al disefio de farmacos, pero se espera que en el futuro inmediato, mas
candidatos derivados de esta estrategia FBDD estardn comercialmente disponibles

para beneficio de los pacientes (Ma vy cols., 2016).
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5. Conclusion

Debido a los grandes avances que se han realizado a lo largo de las ultimas
décadas, el proceso de descubrimiento y disefio de nuevos farmacos a partir de
espectroscopia RMN ha vuelto a aumentar las probabilidades de encontrar y
comercializar nuevos medicamentos. Aun asi, el método no obtiene actualmente la
misma gran cantidad de compuestos que cuando se desarrollé. En un principio, se
observaron proteinas conocidas estructural o funcionalmente. Gracias a ello, se
analizaron muchos ligandos y se asociaron a sefiales RMN, creando asi bases de datos.
El enfoque actual de esta practica es el de obtener informacién de dianas consideradas
sin druggability, sobre todo a través de los genes que las codifican, con el fin de
sintetizar farmacos que interaccionen con ellas. También se utiliza para obtener
nuevos farmacos que tengan mayor potencia sobre enfermedades graves, como puede

ser el cancer o el VIH.

El SAR by RMN, es el método mas selectivo y con mayor rendimiento y
sensibilidad de todos los que utilizan espectroscopia RMN. Por ello es el método mas
utilizado, de los que incluyen RMN, en la industria para el disefio de nuevos farmacos.
El cribado de ligandos de baja afinidad para después optimizarlos y la formacién de
ligandos bidentados, de forma que se obtienen ligandos de alta afinidad y potencia por

la diana, respaldan a este método.

Uno de los enfoques futuros de este método es la determinacidn de farmacos a
partir de informacién genética de la proteina a la cual se unird. Otro seria su papel en
la metaboldmica, desarrollando compuestos relacionados con metabolitos, ya sean
para reducir el efecto de estos en caso de que sean perjudiciales para el organismo, o
para sintetizar andlogos a ellos cuando estos metabolitos provocan un efecto

beneficioso en el organismo.

Por ultimo, el desarrollo de nuevos espectros que analizan nucleos metalicos e
inorgdanicos, permite desarrollar mas y mejores farmacos que contienen este tipo de

nucleos, como el Pt en farmacos utilizados frente al cancer.
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