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HERRAMIENTAS PARA EL DISENO DE COMPUESTOS BIOACTIVOS Y ANALISIS
CUANTITATIVO DE RELACION ESTRUCTURA QUIMICA-BIORESPUESTA (Q.S.A.R.)
PROGRAMA

1. HERRAMIENTAS PARA EL DISENO DE COMPUESTOS BIOACTIVOS. Generalidades.

1.1. Propiedades tipo-farmaco.

1.2. Estrategias para integrar propiedades tipo-farmaco en el proceso de
descubrimiento de agentes bioactivos.

1.3. Optimizacion quimica del lider: i) ¢ Como mejorar la biodisponibilidad oral? ii)

¢, Como controlar la estabilidad metabdlica? iii) ¢ CoOmo controlar la estabilidad
plasmatica? iv) ¢ CoOmo mejorar la penetracion de la barrera hematoencefalica? v)

¢, Como evitar la inhibicion/induccion de las CYPs? vi) ¢ Como evitar la interaccion con
hERG? vii) ¢ COmo prevenir la toxicidad?

2. DISENO DE SERIES.
2.1. Métodos de optimizacion directa.
2.2. Métodos de exploracion completa del campo estructural.

3. ANALISIS CUANTITATIVO DE RELACION ESTRUCTURA QUIMICA-BIORESPUESTA.
Antecedentes S.A.R. y Q.S.A.R. Trabajos de Ferguson, Hansch y Kubinyi.

3.1. Parametros Biologicos. Respuesta biolégica a dosis fija y a dosis variable.
3.2. Descriptores Fisicoquimicos.

3.2.1. Descriptores hidrofobicos. Coeficiente de reparto, constante de Hansch (n).
Determinacion experimental y tedrica de la hidrofobicidad.
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1.3. OPTIMIZACION QUIiMICA DEL LiDER
i) ¢ COMO MEJORAR LA BIODISPONIBILIDAD ORAL?

Una gqguia general para la o&ptima absorcion Gl, por
permeabilidad por difusidon pasiva, luego de la administracion
oral es que el compuesto posea un LogP moderado (rango 0-3)

En este rango, hay
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1.3. OPTIMIZACION QUIiMICA DEL LiDER
i) ¢ COMO MEJORAR LA BIODISPONIBILIDAD ORAL?

Una gqguia general para la o&ptima absorcion Gl, por
permeabilidad por difusidon pasiva, luego de la administracion
oral es que el compuesto posea un LogP moderado (rango 0-3)

En este rango, hay Rm’\ on ™ oH

un buen balance en N H S

la permeabilidad y la :

iy A o)

solubilidad HN™ "0

La solubilidad P R Cmax (ump| MBI (MMLIT' g p

también juega un rol 1| benzyloxycarbonyl <0.10 <0.001 467

relevante en la 2| 8-quinolinylsulfonyl <0.10 <0.001 3.7

biodisponibilidad oral 3 | 2,4-difluorophenyimethyl 0.73 0.0012 3.69
4 3-pyridyimethyl 11.4 0.07 2.92




1.3. OPTIMIZACION QUIiMICA DEL LiDER
i) ¢ COMO MEJORAR LA BIODISPONIBILIDAD ORAL?

Otro aspecto, entonces, es tener en cuenta la solubilidad
En términos de estructura la solubilidad dependera de:

- Forma y tamaino (masa molecular)

- pKa
- Lipofilia
- Energia de red (MP, apilamiento cristalino)

Matematicamente la dependencia es
Log S=0.8—Log P, —0.01(MP —25)

la solubilidad decrece 10 veces si el LogP crece en 1 unidad y
si el MP crece 100 °C



1.3. OPTIMIZACION QUIiMICA DEL LiDER
i) ¢ COMO MEJORAR LA BIODISPONIBILIDAD ORAL?

Otro aspecto, entonces, es tener en cuenta la solubilidad

» Solubility at a Given pH is a Function of the Intrinsic Solubility of the
Neutral Portion of Molecules and Solubility of the lonized Portion of Molecules

Intrinsic Solubility

pK, (mg/mL) Solubility @ pH 9 (mg/mL)
Barbital 7.9 7.0 o 05
Amobarbital 7.9 1.2 Solubilidad de! 15
Naproxen 4.6 0.016 COMPUEStO en su 43,
Phenytoin 8.3 0.02 forma neutra 0.12
0s N0 N
0 0
H Y '
o N\FD NH Q NH
IR s o iels
0 o

Barbital Amobarbital Naproxen Phenytoin



1.3. OPTIMIZACION QUIiMICA DEL LiDER
i) ¢ COMO MEJORAR LA BIODISPONIBILIDAD ORAL?

Otro aspecto, entonces, es tener en cuenta la solubilidad

G o)
L-685,434

H
i
X : NH ~OH ICgy = 0.3nM
g/ ] C@ ClCqs = 400 NM
Insoluble Mo Oral Ellﬂa‘-"ﬂllﬂhlflty
| \= N/\W ' Indinavir

'\ lonizable 'Y NH oH Gy = 0.41nM
"\, Center s/ g ClCgg = 24-100 1M
2 NH Oral Bioavailability = 60% Human

More Soluble inhibidor de proteasa

las exigencias para solubilidad acuosa y permeabilidad de
membranas generalmente se contraponen
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Otro aspecto, entonces, es tener en cuenta la solubilidad

Log S =0.8 —Log P,. — 0.01(MP —25)

Compuestos con cierta lipofilia
penetraran bien en la bicapa lipilica

las exigencias para solubilidad acuosa y permeabilidad de
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1.3. OPTIMIZACION QUIMICA DEL LIDER
1) ¢ COMO MEJORAR LA BIODISPONIBILIDAD ORAL?

Otro aspecto, entonces, es tener en cuenta la solubilidad

Log S =0.8—Log P.. —0.01(MP —25)

Sin embargo, la solubilidad de los i o
compuestos se vera disminuida (signo Compuestos con cierta lipofilia
negativo de la lipofilia en la igualdad) penetraran bien en la bicapa lipilica

las exigencias para solubilidad acuosa y permeabilidad de
membranas generalmente se contraponen



1.3. OPTIMIZACION QUIiMICA DEL LiDER
i) ¢ COMO MEJORAR LA BIODISPONIBILIDAD ORAL?

Increase solubility
(co-solvency, emulsification)

Carrier mediated

Drug complexation Approaches | —» (liposomes,

(drug-cyclodextrin)

nanoparticles)

Structure modification

» Structure Modifications Strategies for Solubility
Improvement

Structure modification

Add ionizable group

Reduce Log P

Add hydrogen bonding

Add polar group

Reduce molecular weight

Out-of-plane substitution to reduce crystal packing
Construct a prodrug




1.3. OPTIMIZACION QUIMICA DEL LIiDER
i) ¢COMO MEJORAR LA BIODISPONIBILIDAD ORAL?

& § \ X
7
IC50 (uM)

R Solubility (uM) AAB Uv4 EMTe
5,6,7-triOMe 32 0.35 0.055 0.27
5-OMe 23 0.31 0.047 0.23
5-O(CH,),NMe, 700 0.16 0.044 0.12
5-OMe, 6-O(CH,),NMe, >1200 022 0.039 0.11
5-OMe, 7-O(CH,),NMe, 47 0.14 0.029 0.09

0

S o
HN N

PB, phosphate buffer (pH 7.4)
SGF, simulated gastric fluid (pH 1.2).

» Structure Modifications Strategies for Solubility

Improvement

Structure modification

Reduce Log P

Add ionizable group

Add hydrogen bonding
Add polar group

Reduce molecular weight
Out-of-plane substitution to reduce crystal packing
Construct a prodrug

bt

Solubility (mg/mL)

SGF <0.001
PB < 0.001

SGF =10
PB=0.025




1.3. OPTIMIZACION QUIMICA DEL LIiDER
i) ¢, COMO MEJORAR LA BIODISPONIBILIDAD ORAL?

N
=, -
H_ _N—N N—N
H H CH3
Cl N.__O IC;,=25nM  ClI N.__O ICsp=4nM |
I Sol. < 10 pg/mL I Sol.— 1 mg/mL N
H
cl N cl N
N" "o N "o N._.O
N N~ O
¢ - et
Ll N1/ PNQX
H N . Solubility 8.6 pg/mL
:E ICey =81 M I Sol. > 5 mg/mL
Sol. ND
cl N
Cl H 0O H O

» Structure Modifications Strategies for Solubility
Improvement

Structure modification

Add ionizable group
Reduce Log P
Add hydrogen bonding
Add polar group
—Reduce maolecnlar weight
Out-of-plane substitution to reduce crystal packing
onstruct a prodrug

Q

I"H\DCEHE,

N
H
NID
N~ =0
H

HaC™
OuN
Solubility 150 pg/mL



1.3. OPTIMIZACION QUIMICA DEL LIDER
¢, COMO SE MODIFICA LA BIODISTRIBUCION CON LA LIPOFILIA?
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Hoigebazar,L.; Jeong,J.M.; Hong,M.K.; Kim,Y.J.; Lee,J.Y.; Shetty,D.; Lee,Y.-S.; Lee,D.S.; Chung,J.-K.; Lee,M.C. Synthesis of %8Ga-
labeled DOTA-nitroimidazole derivatives and their feasibilities as hypoxia imaging PET tracers. Bioorg.Med.Chem.,2011,19,2176-81.
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1.3. OPTIMIZACION QUiMICA DEL LIDER
¢ COMO SE MODIFICA LA BIODISTRIBUCION CON LA LIPOFILIA?
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i) ¢ COMO MEJORAR EL INGRESO (LA PERMEABILIDAD)?

La mejor forma de mejorar la permeabilidad es a través de
modificaciones estructurales mas que por medio de
formulaciones

» Strategies for Improving Permeability
by Structural Modification

Structure modification strategy

Ionizable group to non-ionizable group
Add lipophilicity

[sosteric replacement of polar groups
Esterify carboxylic acid

Reduce hydrogen bonding and polarity
Reduce size

Add nonpolar side chain

Prodrug




i) ¢ COMO MEJORAR EL INGRESO (LA PERMEABILIDAD)?

FsC
i \ H F
N\ N
N R
)
N™ SN
\—/
HoN—\ L
N—O Factor Xa Inhibitor
R FXaK; | Gaco-2 Py, CL Ty | Vdss F
R | ETA Ki(nM) | Caco-2 (cm/h) | %F (rat) (nM) | (x108cmvs) | (L/IWKg) | (h) | (L/Kg) | (%)
CO:H 0.43 C.0075 4 CH:NHMe/| 0.12 0.2 1.1 37 4.6 24
CH,OH 1.1 0.2045 66 CH;NMe, 0.19 56 1.1 3.4 53 84

» Strategies for Improving Permeability
by Structural Modification

Structure modification strategy

lonizable group to non-ionizable group
Add lipophilicity

—{SOSIeric Teptacement of potar groups
Esterify carboxylic acid
Reduce hydrogen bonding and polarity
Reduce size
Add nonpolar side chain
Prodrug




i) ¢ COMO MEJORAR EL INGRESO (LA PERMEABILIDAD)?

OH OH
fgo r/&O Caco-2 Permeability
L O < 0 FaC CFs R4 Rz  (x107" cm/s, n=3, mean+8D)
y o OH y o gH | :I CF, Cl 11+4
_%/ OTN\)LN \VAVAN 0 N\)LN NN 0  UNH : c 17
0 O Ry
O O -

N
0 CHj, 6216
I CH,CH, cl 58+9
N. =N
\[/ CH,CH,CH,( Cl 31189
Rz

K; (PTP1B)=2 uM K; (PTP1B)=2uM
Caco-2<1x10""cm/s Caco-2=1.9x 10~ cm/ CF,CF, Cl 919
Mo Cellular Activity Positive Cellular Activi Cl cl 3146
Ph Cl 9+7
CF, F 19+6

» Strategies for Improving Permeability
by Structural Modification

Structure modification strategy

Ionizable group to non-ionizable group
—Add Lnochilizit:
_Isosteric replacement of polar groups
Esterify carboxylic acid
—Reduce hydrogen bonding and polarity
Reduce size
Add nonpolar side chain
Prodrug




i) ¢ COMO MEJORAR EL INGRESO (EVITAR EL EFLUJO, Pgp)?

1) Introducir impedimento estérico a un grupo EDH-donor

- Uniendo grupos voluminosos
- Metilando nitrégenos

2) Disminuir el potencial de un grupo EDH-aceptor
- Incorporandole préximo un grupo electron-atrayente
- Reemplazando o removiendo el grupo EDH-aceptor

3) Adicionar un acido fuerte

4) Modificar LogP para reducir la penetracion en las capas

lipidicas donde esta ng

OH

IC50 (UM) K562
(no Pgp)

IC50 (uM) K562i/39

(with Pgp)

Pgp/no
Pgp

0.2

1.5

CH,NMe,

1.2

12.5

fas

—N NH
\—_—

1.2

1.2

.....

i

3.2

2.2




i) ¢ COMO MEJORAR EL INGRESO (MEJORAR PENETRACION BBB)?

El desarrollo farmacéutico para deséordenes del SNC es

el

segundo en las terapias, siguiendo las enfermedades

cardiovasculares T

$ 25,502

Respiratory
$ 27,107

__ $57,736

Alimentary &

Metabolism Central
$ 44,301 Nervous

System
$ 53,610

La BBB excluye cerca del 98 % BBEB

de potenciales agentes terapéuticos, ©NS Discovery Compounds

siendo uno de los mayores desafios 0-.?.-0:: % c;z;:

en la terapia del SNC f. o; ® %% 00 I,
O

Cardiovascular

2% !



i) ¢ COMO MEJORAR EL INGRESO (MEJORAR PENETRACION BBB)?

Reglas
Pardridge

» H-bonds (total) < 8-10
» MW < 400-500

» No acids

La BBB excluye cerca del 98 %

de potenciales agentes terapéuticos,
siendo uno de los mayores desafios
en la terapia del SNC

Clark and Lobell et al.

P N+ 0O0<6

» PSA < 60-70 A2
> MW < 450

» logDh = 13

» ClogP-(N + O) >0

CNS Discovery Compounds

2% !




i) ¢ COMO MEJORAR EL INGRESO (MEJORAR PENETRACION BBB)?

1. Reducir el total de grupos que establecen EDH

;r>:D OH QH
0 0~ : { HO : f

Progesterone N=2 Testosterone N=3 Estradiol N=4
Log PMY2=_-29 Log PM"V2 = 2.8 Log PM2=-3.0
OH
OH
O
Q HO OH
HO
o
D
Corticosterone N=6 Aldosterone N=7 Cortisol N=8
Log PM'2 = —3.4 LogPM™2 = 4.6 Log PM'2 =-5.0

2. Reducir MW



i) ¢ COMO MEJORAR EL INGRESO (MEJORAR PENETRACION BBB)?
3. Incrementar la lipofilicidad

HO

Codeine Heroin
Marphine 10x + BBB 100x { BEB

4. Reemplazar grupos acidos carboxilicos




i) ¢ COMO MEJORAR EL INGRESO (MEJORAR PENETRACION BBB)?

5. Adicionar un EDH intramolecular

ICsp = 5.9 NM ICsy = 5.5 nM

Solubility < 2 pg/mL Solubility = 0.7 mag/mL
Vehicle = 0.76 mg/mL Vehicle =10 mg/mL
B/P =0.6 B/F =6.0

6. Incorporar substructuras afines por los transportadores de
membrane de ingreso.

LAT1 (large neutral amino acid transporter) incrementa el
Ingreso de L-dopa y gabapentina en cerebro, GLUT1 (glucose),
MCT1 (monocarboxylic acids), CAT1 (cationic amino acids),
CNT2 (nucleosides), etc.



iil) ¢ COMO CONTROLAR LA ESTABILIDAD METABOLICA?
Metabolismo

Es la madificacion enzimatica, principalmente en higado vy
puede ocurrir en intestinos, de farmacos para incrementar su

1mi 1A pH  Enzymatic

e“mlnaCIOn Stability  Stability

Intestinal

Lumen

Feces

Intestine —

Wall

Metabolism
E Portal Vein
o Liver . . . .
s » Structure Modifications Strategies for Phase | Metabolic

Metabolism ! Stability Improvement

Systemic  Structure modification
| Circulation

Plasma

Stability Block metabolic site by adding fluorine

Block metabolic site by adding other blocking groups
Remove labile functional group

Cyclization

Change the ring size

Change chirality

Reduce lipophilicity

Replace unstable groups




i) ¢ COMO CONTROLAR LA ESTABILIDAD METABOLICA DE FASE |7

1. Bloquear el sitio de metabolismo por adicion de un grupo

fluoro (u otro haléaeno)

N CYP1A1
\ NH,
S Biphasic Dose

Response
Fluorninated Analogies to Protect Labile Sites

N F N
N NH; 3 NH
F S 8

Besse s

j@: >_C/§7 Hydroxylation

AW
« Most potent C >_" ANV ;\:>G
« No biphasic dose response

Buspirone

5-HT1A  CYP3A4

ICsp (M) tyo (min)

0.025 4.6

0.063 52.3




i) ¢ COMO CONTROLAR LA ESTABILIDAD METABOLICA DE FASE |7

2. Bloguear el sitio de metabolismo por adicion de otros grupos

bloqueantes

O
I
SO;NHCNH{CH5)3CH4
/©/ Tolbutamide

Clearance = 0.22 mL/min/Kg
Half-Life = 5.9 hr

O
1l
QSOgNHCNH(CHg)gCHg
Cl Chlcrpropamide

Clearance = 0.030 mL/min/Kg
Half-Life = 33 hr

Br

Br

N Labile site Ki ICs5
(nM) {niM)

b;@ ‘

m
2 1.3
N
Z-isomer O

AUC (p.0.)
(h.ug/mL)

0.04

0.59

1.2




i) ¢ COMO CONTROLAR LA ESTABILIDAD METABOLICA DE FASE |7

3. Remocion del grupo funcional labil

Q
: : 0/\:\
N

Stability: 1% .
N
O
MOV Y
N
ICs0: 11 NM
Stability: 60%
N
H
0O

ICﬂnZ 0.51 nM
Stability: 52%

ICsp: .23 nM
Stability: 4%

CONMe,

HWB 1C5, = 0.060 uM
Crax = 0.24 ug/mL

HWB IC5 = 0.34 uM
Crax = 1.57 ug/mL




ill) ¢ COMO CONTROLAR LA ESTAILIDAD METABOLICA DE FASE |?

4. Ciclacion 0
d N
Labile/ Gycllzatmn

NK; 9.5 NKp 9.3
HLM (T4} < 10 min HLM (T172) ~ 20 min

5.y 6. Cambiar el tamaino del ciclo o cambiar la quiralidad

Chirality NK,  tym(HLM)

] N y \/O SR 89 70
_N "‘Q’N\’J
?\/O s 8.0 14

Cl

Chirality NK;  Tqp(HLM) >
O s 9.9 <10
¢ S+R 9.3 70 J

_IJ.J\,A s 8.1 120




ill) ¢ COMO CONTROLAR LA ESTABILIDAD METABOLICA DE FASE 1?

0
7. Reducir lipofilia N
8. Reemplazar grupos
inestables Kz  Typ(min)
i 4N N—SOMe 85 <10
7 ] OH Trans Piperidines OH Trans Piperazines
00 O
5 R/f . B S -S-N N—SO,NH, 8.9 <120
O Q N/
R=H 4‘5/? — R=50Me B80%
R=5-F 8% —\
R=6-CMe 62% _s_N N—NH, 87 30
R=5F 65% p—
7 OH Trans Tetrahydropyridines R=56-diF 51%
g | B, 2 N R=B-N02 71%
5 A~ R=6-F 46%
R4 o ©
R=H 7%
R =5-F 7%
R=6-F 8%
R=56«dF 5%




ill) ¢ COMO CONTROLAR LA ESTABILIDAD METABOLICA DE FASE 11?

» Structure Modifications Strategies for Phase Il Metabolic
Stability Improvement

Structure modification

Introduce electron-withdrawing groups or steric hindrance
Change phenolic hydroxyl to cyclic urea or thiourea
Change phenolic hydroxyl to prodrug

1. Introduccidon de grupos electron-atrayentes 0o con
impedimento estérico

Glucurinidaticn O

|

{:HO i
TR
R hGIuR kinding Metabolism Clearance R hGIuR binding Metabolism Clearance
affinity (nM) {pmol/min/mg} affinity (nM) (pmol/min/mg)
Cl 41 75 Cl 8 267
F 29 89 CN 12 65
2,3-di-Cl 54 103

CN 30 37 | Nitrilo: grupo fuertemente electron-atrayente




i) ¢ COMO CONTROLAR LA ESTABILIDAD METABOLICA DE FASE I1?

2. Cambio del hidroxilo fenélico por urea ciclica o tiourea
Cl

:;”‘ NA
\ N\

Ki{(Dy)=1.2nM Ki{(Dq) =7 nM Ki (D4} =2.1nM
Ki (Ds) = 2.0 "M Ki (Ds) = 4.2 nM Ki (D5} = 2.8 nM

% F=0.6% % F=87% % F = N/A

AUC 6 = 0.16 h ug/mL AUCq.gn = 5.9 h pg/mL AUCpsn = 2.4 h ug/mL
3. Cambio del hidroxilo fenélico por un pro-farmaco
o
...____C).-"
>>: <
H
CH
Q

L. --X“ Bambuterol vs. Terbutalin
" ‘\l Once a day vs. 3 times a day

‘‘‘‘‘‘‘



Atencion!!! EL METABOLISMO PUEDE INTERESAR

Como en el caso anterior (pro-farmacos) donde se libera un
agente activo

Especificamente es de especial interes si:

- el metabolismo es tejido-especifico
- se consigue que el agente activo quede confinado en el tejido

de interés e
NORMOXIC CELL HYFPOXIC CELL




Atencion!!! EL METABOLISMO PUEDE INTERESAR
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\ NORMOXIC CELL HYPOXIC CELL
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EL EFECTO DE LA QUIRALIDAD EN LA ESTABILIDAD METABOLICA

Los sistemas enzimaticos involucrados en el metabolismo son
guirales, por ende es entendible que la quiralidad de los
farmacos pueda jugar un papel en la estabilidad metabdlica de

losS miIsSmos

3A4, 3A5 Y

o
“\ Cl
d N e

LK
\_H\ R-ifosfamide

o)
NE

H

Cl

Cl



iv) ¢ COMO CONTROLAR LA ESTABILIDAD PLASMATICA?

Los grupos funcionales susceptibles de la degradacion
plasmatica son:

- Ester

- Amida

- Carbamato

- Lactama

- Lactona

- Sulfonamida

Los lideres que posean subestructuras peptidicas o peptido-
miméticas deben chequearse en su estabilidad en plasma

» Structure Modifications Strategies for Plasma
Stability Improvement

Structure modification

Substitute an amide for an ester

Increase steric hindrance

Add electron-withdrawing groups to decrease for antedrug
Eliminate the hydrolyzable group




iv) ¢ COMO CONTROLAR LA ESTABILIDAD PLASMATICA?
1. Eliminar el grupo hidrolizable

2. Sustituir un éster por una amida (u otro grupo estable)

=~ N
2 < 1min 4nM
5nM

T
2nM HN'..
5nM
4
O/ 0 .
F Good stability
O
» O i
N ~ |N
o t,,161hr x
11229 hr 3000nM
355nM

39 nM p 800 nM
y Q i
F F Mouse plasma
O ‘ IC, (PKB-a)
IC;, (PKA)



iv) ¢ COMO CONTROLAR LA ESTABILIDAD PLASMATICA?

3. Incrementar el impedimento esterico

Human Plasma HCMV Protease
Stability t ,,, (h) IC50 (uM)  Ki (nM)

ﬁ’?j S

2o Ry
e e

O

_@_NQE =24 8.7
Me Me
N
/Q} >24 15 446

N
/gp ” e




iv) ¢ COMO CONTROLAR LA ESTABILIDAD PLASMATICA?

4. Adicionar un grupo electron-dador

CONHOH

\ T
P

0% “or  Inhibitors for MMP

R Human Plasma Stab. IC50 (uM)
%Remaining @ 60 min HB-EGF AR
Et 100 0.23 0.35
CH,CH,F 96 0.18 0.47
CH,CHF, 0 (t,, ~10min) 0.51 1.47
CH,CF, 0 (t,, <1 min) 0.73 0.95

CH,CH,CF, 99 0.31 0.97



Atencion!!! EL METABOLISMO EN PLASMA PUEDE INTERESAR

NO, NO,
N;\NﬁvHY\WF NJ\NWO\I(\EF
\__/ 5 \__/
['*F17 ['°F18

[*FJNEFA [¥FINEFT [“¥F)FMISO

([F]7) ¢
Tumordicod 0.96 0.91
Tumor/liver 0.51 0.50
Tumor/muscle 1.14 1.74
NO; NOy
(_1\ HO
..er-"n,,-D ﬁF—IFN,INf'\H_;m_'_ F
N - !
Hipotesis: las carboxilesterasas hidrolizan los
enlaces labiles y el ['8F]-fluoroacetato generado,
: : i Zha, Z.; Zhu, L.; Liu, Y.; Du, F.; Gan, H.; Qiao,
que tiene un ré,PIEiU Ciea:rance de tf-"...]ldDS J.; Kung, H.F. Synthesis and evaluation of two
normales, permltlra mejores relaciones novel 2-nitroimidazole derivatives as potential

PET radioligands for tumor imaging. Nudl.
tumor/érgano no blanco Mod, Biol. 2014, 55 501-508.



V) ¢, COMO CONTROLAR LA INHIBICION/INDUCCION DE LAS CYPS?
Inhibicion de Citocromo P450

- Como ya se mencion6 puede llevar a retiraro _
u . P , . ingie Lrug ultple LUrugs
restringir el uso de un farmaco de la clinica o | | 200! | 2552

“Victim”

CYP450
Isozyme

CYP450
Isozyme

Drug 1
Metabolite

v

Eliminated

Structure Modification Strategies to Reduce CYP Inhibition Terfenadine + Erythromycin

Structure Modification Strategy | Inhibition

Decrease the lipophilicity (Log D, ,) of the molecule
Add steric hindrance to the heterocycle para to the nitrogen

Add an electronic substitution (e.g., halogen) that reduces the pK, of the nitrogen -




V) ¢ COMO CONTROLAR LA INHIBICION/INDUCCION DE LAS CYPS?

?\
> é@ﬂ
F

p38u IC;,=0.45uM p- 38 Map kinase inhibitor  p3gqy ICcy=0.35uM

Ejemplos

COX-1 IC;5=5puM (nonselective) COX-11Cg;>100uM
3A4 IC;<2uM 3A4 IC, =100 uM
2D6 ICg; > 100 uM 2D6 IC; =22 uM
2C9 IC;<2uM 2C9 ICg5>100uM
1A2 IC; =4 M 1A2 1C5, > 100 uM

(}\ & g .1
N R 1 | =
Ar NO NT T o 3 NO
Br N GPCR | CYP2D6 | Selectivity
m 4 Compd |1Csq (UM) | 1Cso (UM) Ratio
Nf cl 1 0.33 <0.05 <0.15

2 0.22 0.02 0.09

3 0.22 22 10

. G-protein—coupled receptor (GPCR) target



V) ¢ COMO CONTROLAR LA INHIBICION/INDUCCION DE LAS CYPS?
Ejemplos

e

“
\

’ T
70
[ |
Y N
H
N
‘ .
N
KEDH
ICso=893nM IC5 =149 nM
CYP2D6 (% Inhib. @ 2 uM)=87% CYP2D6 (%Inhib@ 2 uM) = 20%

sodium channel-blocking activity



v) ¢ COMO EVITAR LA INTERACCION CON hERG?

- hERG (‘human ether-a-go-go related gene”) es el gen que
codifica para un canal cardiaco idnico de potasio

- Si el canal es bloqueado, se inicia un mecanismo gue puede
conducir a arritmias cardiacas

- Por lo que ciertos compuestos bloquean este sistema e
induciran arritmia cardiaca

- El margen de seguridad para hERG esta definido por

|C50/Cmax,no unida >30 J\Qk
0O
Fjﬁ)ﬁ’cm RETIRADAS DEL - ~
|

MERCADO POR « ) o

N N PROBLEMAS CON hERG erlenadine
HN \) A el (a?hﬁstacr’nine]

Grepafloxacin F
(antibiotic) OMe N /@/
-~
F Thioridazine ) N0
(antipsychotic)
N Cl
N N S | Cisapride
@ZN)\H,C C[ :@l HzN 0/ 0l (gastrointestinal)
]

Astemizole
(antihistamine)

Iz



v) ¢ COMO EVITAR LA INTERACCION CON hERG?

Structure Modifications to Reduce hERG Blocking

Structure Modification Strategy

Reduce the pK, (basicity) of the amine
Reduce the lipophilicity and number of substructures in the binding region

Add acid moiety
Add oxygen H-bond acceptors
Rigidify linkers




Vi) ¢ COMO PREVENIR LA TOXICIDAD?

- La toxicidad sigue siendo una de las causas importantes para

retirar un compuesto en la etapa de desarrollo de farmacos
50 —

B 1991

— 40 ~ [0 2000
&*
5
§ »-
§ X
5 ) ¢
g - ¥
<

: 18 B

Clinical Efficacy Formulation PK/ Commercial Toxicology Cost Unknown/
safety bioavailability of goods other

Between 1991 and 2000, development attrition due to pharmacokinetics (PK) and bioavail-
ability was greatly reduced. Toxicology, clinical safety, and formulation remain sigmificant drug-like

property issues.

Kola, L., & Landis, I. (2004). Opinion: Can the pharmaceutical industry reduce attrition rates? Nature Reviews
Drug Discovery, 3, T11-T16.



Vi) ¢ COMO PREVENIR LA TOXICIDAD?

- La toxicidad sigue siendo una de las causas importantes para
retirar un compuesto en la etapa de desarrollo de farmacos

- Los principales hechos toxicos son

carcinogenicidad
teratogenicidad
toxicidad reproductiva
citotoxicidad
fosfolipidosis

- Los mecanismos toxicos incluyen: metabolitos reactivos,

induccidn de genes, mutagenicidad, estrés oxidativo Yy
respuesta autoinmune



Vi) ¢ COMO PREVENIR LA TOXICIDAD?

- La ventana de seguridad es el rango de concentracion entre
respuesta eficaz y respuesta toxica

Efficacy [ = » | Toxicity

Response

Concentration

Es importante maximizar la ventana de seguridad (indice
terapéutico) para un candidato a farmaco



Vi) ¢ COMO PREVENIR LA TOXICIDAD?

Etapas para mejorar la seguridad

1. Evitar subestructuras
gue son conocidas por
inducir respuestas
toxicas

Durante la seleccion del
lider, los compuestos
gue contengan
subestructuras
potencialmente toxicas
pueden recibir menor
prioridad

Partial List of Substructures that may Initiate Toxicity and Their

Proposed Reactive Metabolites

Substructure

Proposed reactive metabolite

Aromatic amine
Hydroxyl amine
Aromatic nitro

Nitroso

Alkyl halide

Polycyclic aromatic
o,B-Unsaturated aldehyde
Carboxylic acid
Nitrogen-containing aromatic
Bromo aromatic
Thiophene

Hydrazine
Hydroquinones

o- or p-Alkylphenols
Quinone

Azo

Furans

Pyrrole

Acetamide

Nitrogen mustard

Ethinyl

Nitrosamine
Polyhalogenated
Thioamide

Vinyl

Aliphatic amines

Phenol

Arylacetic, arylpropionic acids
Imidazole

Medium-chain fatty acids

Hydroxyl amine, nitroso, quinone-imine (oxidative stress)
Nitroso (oxidative stress)

Nitroso (oxidative stress)

Nitroso, diazonium ions (oxidative stress)
Acylhalide

Epoxide

Michael acceptor

Acyl glucuronide

Nitrenium

Epoxide

S-oxide, epoxide

Diazene, diazonium, carbenium ion
p-Benzoquinone

o- or p-Quinone methide

Quinone (oxidative stress)
Nitrenium

a,B-Unsaturated dicarbonyl
Pyrrole oxide

Radical (oxidative stress)
Aziridium ions

Ketene

Carbenium ion

Radicals, carbene

Thiourea

Epoxide

Iminium ion

Quinone




vi) ¢ COMO PREVENIR LA TOXICIDAD?
Etapas para mejorar la seguridad

Partial List of Substructures that may Initiate Toxicity and Their

1 . EVitaI" SUbeStrUCtU raS Proposed Reactive Metabolites

que son conocidas DOF  Substructure Proposed reactive metabolite
2 - Aromatic amine Hydroxyl amine, nitroso, quinone-imine (oxidative stress)
IndUCI r respueStas Hydroxyl amine Nitroso (oxidative stress)
» . Aromatic nitro Nitroso (oxidative stress)
tOXIcas Nitroso Nitroso, diazonium ions (oxidative stress)
. Alkyl halide Acylhalide
Durante la seleccion del Pyt som Eyoride
o,B-Unsaturated aldehyde Michael acceptor
r 4 Carboxylic acid Acyl glucuronide
l lder, IOS CompueStOS Nitrogen-containing aromatic Nitrenium
Bromo aromatic Epoxide
que CO ntengan Thiophene S-oxide, epoxide
Hydrazine Diazene, diazonium, carbenium ion

subestructuras
potencialmente tdxicas
pueden recibir menor
prioridad

Arylacetic, arylpropionic acids
Imidazole
Medium-chain fatty acids




Vi) ¢ COMO PREVENIR LA TOXICIDAD?
Etapas para mejorar la seguridad

2. En las primeras modificaciones sintéticas del lider se debe
remover cualquier subestructura potencialmente toxica

3. En las primeras modificaciones sintéticas del lider no se
debe adicionar cualquier subestructura potencialmente
toxica. Solo es aceptable si es resultado de una exploracion
SAR

4. Realizar ensayos in vitro de busqueda de metabolitos
reactivos para los compuestos potencialmente toxicos

5. Los datos de potencial téxico del punto anterior deben ser
iInvestigados para elucidar la estructura de los metabolitos o
intermedios “atrapados”

6. Utilizar la estructura de los metabolitos para reducir la
bioactivacion metabdlica en futuros compuestos



Vi) ¢ COMO PREVENIR LA TOXICIDAD?

¢ Qué estudios se deben hacer?

Algunos de los ensayos recomendados por las agencias son:
- Mutagenicidad (in vitro)
- Clastogenicidad
- Toxicidad aguda (LDg,)
- Toxicidad sub-aguda (LD,)
- Toxicidad crénica (LDx,)

- Teratogenicidad



vii) CUIDADO CON LOS PAINS!!

J. Baell y G. Holloway en 2003 comenzaron a evidenciar que
ciertos compuestos promovian interferencias en ensayos
bioldgicos in vitro (HTS) generando falsos positivos

Los definieron como PAINS (Pan-Assay Interference
Compounds)

PAINS alerts
Promiscuity? Stability? Aggreqation? Cell Tox?
Assay technology? Hill Slope?
ey ety

Article

New Substructure Filters for Removal of Pan Assay Interference Compounds (PAINS) from Screening
Libraries and for Their Exclusion in Bioassays

Jonathan B. Baell*™* and Georgina A. Holloway™*



vii) CUIDADO CON LOS PAINS!!

Substructure®

Substructure®

Substructure®
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vii) CUIDADO CON LOS PAINS!!
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vii) CUIDADO CON LOS PAINS!!

PAINS PUTATIVOS

a 5 . Substructure”
Substructure® Substructure® >
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ene_one_ene A
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EJEMPLOS NUESTROS

Chemistry
(& ChemPubSoc I SELECT'V
bt Europe DOI: 10.1002/slct.201902601 Full Papers

Medicinal Chemistry & Drug Discovery

Selective Hypoxia-Cytotoxin 7-Fluoro-2-Aminophenazine
5,10-Dioxide: Toward “Candidate-to-Drug” Stage in the
Drug-Development Pipeline

Belén Davila*,” Carina Sanchez*,”) Marcelo Fernandez,™ Hugo Cerecetto,*® 9
Nicole Lecot,*™ ¥ Pablo Cabral,” Romina Glisoni,” and Mercedes Gonzalez"”

E polymers @w

Article
Development and Evaluation of 2-Amino-7-Fluorophenazine

5,10-Dioxide Polymeric Micelles as Antitumoral Agents for 4T1
Breast Cancer

t 12+ Belen Davila 2, Carina Sanchez 2, Marcelo Fernandez 3, Mercedes Gonzalez 2, Pablo Cabral 1,

4,54

Nicole Leco
Hugo Cerecetto 1203 and Romina Glisoni



EJEMPLOS NUESTROS

o
|\|~|+ Absorption/Distribution Metabolism Toxicity e
N HIA® | Caco-2" | P-gpinh/subs’ | OCT2inh® | CYPinh/subs® | hERG | 2aut® | 22" I carc |~ °
,J\ 1] (4 (+) (-) () CYP4501A2 inh | (-) # | 5 | () |-3478
N* NH2 * Human intestinal absorption. If the compound has the HIA% more than 30 %, it i5 labcicd as (+) [280; P io-2
c')_ permeability. If the compound has the Caco-2 permeability value > 8x10° cm/s, it is labeled as high Caco-2

permeability (+) [21]; © P-glycoprotein inhibition or substrate [22,23]. Non-inhibition or ability to be substrate is
PWQ (HM)_ 30.0 labeled as (-); ‘ Renal organic cation transporter (OCT2) inhibition [24]. Non-inhibition is labeled as (-); © Ability to
be substrate or inhibit Cytochrome P450 isoenzymes (CYP450 2C9, CYP450 2D6, CYP450 3A4, CYP450 1A2, and CYP

2C19) [25]. It is shown the predicted isoform-CYP that the compound potentially inhibits; "Human ether-a-go-go-

Q ?
+ +
AN N\ OH Nx NH2 related gene (hERG) inhibition [26,27]. Non-inhibition is labeled as {-); & In vitro mutagenicity according to Ames
Br!— test. If the compound is mutagenic, it is labeled as (+) [28]; "In vivo genotoxicity. If the compound produces in vivo
= N* F N* micronucleus, it is labeled as (+) [29]; ' Potential as carcinogen. Non-carcinogen is labeled as (-) [30]; ' Aqueous
| |
O O

solubility [31].
ng (HM): 10.0 ng (“M) 25 Table 1. Predicted drug-like properties of phenazine dioxide 1.
NH->
NH>  NaClO / NaOH (ac) - = "N‘O HD/O [ EtaN
- NO, MeOH s DMF (anh)
O-

Figure 2. Synthetic two-steps procedure used to prepare linascaleupto3g.

- Formulacion para la mejora de la solubilidad

- Determinacion experimental de: mutagenicidad y clastogenicidad

NH»



EJEMPLOS NUESTROS

LogS® saline:Tween 80 micelles loaded with 1
in in saline:Tween t T Peak 1 Peak 2 d
o b < PDI

water 80 (h) | (°Q) Dy, (hm) % Dy, (nm) %
-3.07 217 0 25 9.040.2 28%2 632.1160 7212 0.570£0.123
37 9.510.1 5712 498.3175.4 4312 0.430£0.030
25 9.310.2 5712 686.7156.2 4312 0.61410.120
24 37 9.710.3 7412 337.51£89.9 2612 0.43810.117

1-free saline:Tween 80 micelles

Yy 25 16.51£0.9 8514 264.0159.6 1514 0.367£0.009
37 16.210.5 8512 235.6166.2 1542 0.342+0.003

“Determined experimentally at 25 °C; IDpc)pulatic)n of smaller size; “population of larger size; d Polydispersity index.

Table 2. Properties, determined by DLS, of 1-formulation developed herein.

Revertant number respect to negative control

.
=
=]
1

)

:

300

:

:

1004 |

S
[ —

200 4 %/ E

saline: Tween 80

T T T
05 1.0

Iy
P T T T T
15 25 74 222 666 2000

Dose (ug/plate)
Figure 3. Number of revertants, respect to negative control, of Salmonella typhimurium strains incubated with 1

at different doses, in different vehicles and in the absence (-5S9) and presence (+59) of metabolic activation.



EJEMPLOS NUESTROS)

b)
| TA98
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BEEEEE TA100 %m 100
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1 Sterile NaGl 0.9%: Tween 80/1 1 Sterile NaCl 0 9% Tween 80/ 1
Treatment Treatment

Figure 4, Mutagenic potential of 1in DMSO and in saline:Tween 80 a) without S9 and b) with S9 activation.

o 400 DMSO a saline-Tween 80
8 350 % .
g I . O
® 300 B )
$’ - +59 s I |
c N
% ~
j=N
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£ _ I
2 i |
£ 1004 |
5 i
[
& 50 %

T T T T T T v.f’,a I | | |
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Dose (ug/plate)
Figure 3. Number of revertants, respect to negative control, of Salmonella typhimurium strains incubated with 1

at different doses, in different vehicles and in the absence (-5S9) and presence (+59) of metabolic activation.



EJEMPLOS NUESTROS

o @ BASIC SCIENCE d B
A CrossMark Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine n a n Om e I C I n e
13 (2017) 829-833 Nanotechnology, Biology, and Medicine
Short Communication nanomedjournal.com

Liposomal encapsulation masks genotoxicity of a chemotherapeutic agent
in regulatory toxicology assessments
Jenolyn F. Alexander, BTech, MS, David Aguirre-Villarreal], Biana Godin, MPharm, PhD*

24{(A)  TA98-S9 (B)  TA98 +59 817G TAss+saTzn
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0 2 4 6 8 10 - : 0 2 4 6 8 10
Dose (ug/plate) 0 2. 4. % .8 10 Dose (ug/plate)

Dose (ug/plate) |—L'|—Dox—HCI

<= Dox-Lip

Figure 1. Mutagenicity of Dox-HCl and Dox-Lip as assessed by the Ames assay. (A-F) Mutant frequency of Dox-HCl and Dox-Lip expressed by Salmonella
typhimurium strains - TA98, TA102 and TA1537, in the absence (—S9) and presence (+59) of metabolic activation, normalized to spontaneous revertants. (G)
Mutant frequency expressed by TA98 when Dox=Lip was treated with metabolic enzymes for 72 h prior to the assay. (H and I) Stability of Dox=HCI and its
release kinetics in PBS and S9 mix over time (mean = SEM, *p < 0.05).



EJEMPLOS NUESTROS

Treatment PCE/NCE % MN
1-formulation (2 mg/kg bw) 0.4740.04" M) | 2 43+0.36" ™)
1-formulation (200 mg/kg bw) 0.23+0.07" "% | 2.37+0.520"
posivite control (cyclophosphamide, 100 mg.kg bw) 0.45+0.07" 1.50+0.05"
negative control (sterile physiological saline:Tween 80 (4:1, v/v)) 0.9610.01 0.35+0.07

**) Different to 1-formulation at 200 mg/kg bw (p < 0.01); ™) Different respect to negative control (p < 0.01); ™)
Different respect to positive control (p < 0.01); ®) Different respect to positive control (p < 0.05).

Table 3. Micronucleus assay results.

a) b)
180 -
o Sterile NaCl 0.9%: Tween 80 )
160 4 A Sterile NaCl 0.9%: Tween 80/1 ! 100
140 4 l l S
—_ < 80+
coE 120 A l Jfl \ _‘2“
E b ,rf g O-
100 4 l o 60+ !
£ 1 . g —a— untreated animals N +
—g 80 - : = —0— 1-treated animals =
> S 40
5 60 - E /IO: :@/
= g F N*
F 40 8 °7 L.
e O
20 - a

T T T T T T T T T T
24 ] 5 10 15 20 25

Day post-cell inoculation

Treatment post-cell inoculation (days)
Figure 5. In vivo proof of concept. a) Evolution of tumoral sizes in the different treatments. Arrows indicate day

of intraperitoneal administrations (* p < 0.05; ** p < 0.01: *** p < 0.001). b) Animal survival in the different
treatments.
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Article

Multi-Anti-Parasitic Activity of Arylidene Ketones
and Thiazolidene Hydrazines against
Trypanosoma cruzi and Leishmania spp.

Guzman Alvarez 1'%, Cintya Perdomo 1, Cathia Coronel 2, Elena Aguilera 3, Javier Varela 3,
Gonzalo Aparicio 45, Flavio R. Zolessi **, Nallely Cabrera ¢, Celeste Vega 2 Miriam Rolén 2,
Antonieta Rojas de Arias z Ruy Pérez-Montfort ®, Hugo Cerecetto 3 and Mercedes Gonzilez ?

Figure 7. Dose-response effect of GAT1033 on the curvature of the tail. Incubation concentrations were
0-300 uM for 72 h (illustrated with the brown triangle). The picture at the bottom shows a non-treated
embryo at the same developmental stage.

Chdrion & without chorion

with chorion  without chorion

4 y [ - ‘ -‘V . ': - -
/ S \ AU
') \ s /NHNM Cl Figure 8. Differential distribution of GAT1033 in embryos with and without chorion. The microscopy

images on the left show the eye and parts of the yolk of 24-hpf zebrafish embryos. The intrinsic

fluorescence of the compound was revealed using a laser scanning confocal microscope, after 18 h of

\ incubation. The yolk (marked with *) shows a strong autofluorescence under these imaging conditions.
The graph on the right shows the quantitation of fluorescence intensity (in arbitrary units AU) in
treated embryos with and without chorion.



