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Only such substances can be anchored at any particular
part of the organism, as fit into the molecules of the recipient
complex like a piece of mosaic finds its place in a pattern.

Solo pueden anclarse en un lugar determinado del
organismo aquellas sustancias que se ajustan a las moléculas
del complejo receptor como un trozo de mosaico encaja en el

dibujo.

(Ehrlich, P. The relation existing between chemical constitution,
distribution and pharmacological action, in The Collected Papers of
Paul Ehrlich, Pergamon Press. London,1956. Vol.1)
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Introduccion

1. INTRODUCCION

El hombre histéricamente hablando ha explorado la naturaleza para
satisfacer sus dos necesidades primordiales: alimentos para satisfacer el hambre
y proporcionarle nutrientes para su crecimiento y desarrollo y hierbas para
aliviar el dolor y la pestilencia. Las civilizaciones antiguas (Egipto, India,
China) poseian verdaderos compendios en los que las hierbas constituian el
corpus terapéutico para el tratamiento de las enfermedades. Uno de estos
compendios es el Ayurveda (ciencia y conocimiento de la vida) de 6000 afios
antes de J.C. Es un amplio tratado en el que se incluyen multitud de hierbas que
se usan solas o en mezclas y que ha sido usado por el sistema indigena de
medicina en la India durante miles de afios. Incluso hoy, esta practica representa
el 40% de los tratamientos en la India. Su impacto ha sido importante en el
mundo de tal modo que no solamente Rusia tiene un Instituto de Ayurveda sin6
que en los Estados Unidos hay un tendencia creciente a incorporar remedios
ayurvédicos como alternativa a los tratamientos clasicos. Una de las hierbas
incluida en esta especie de catalogo es la Rauwolfia serpentina utilizada desde
tiempo inmemorial en la India para el tratamiento de la hipertension y de la
demencia. En 1950 cientificos de CIBA aislaron dos grupos de alcaloides, uno
eficaz frente a estados de hipertension y otro frente a estados de psicosis. La
actividad antileprosa del aceite de chaulmogra era también conocida en la
antigua India.

Quizés el mas importante tratado escrito del antiguo egipcio fue el papiro de
Ebers (1.500 afios antes de JC) que contiene aproximadamente 800
prescripciones con detalles de composicién asi como de administracion al
paciente. La medicina egipcia ejercid notable influencia sobre la griega. Sin
embargo, los griegos estaban fascinados por los efectos venenosos de las
drogas, por la toxicologia. De hecho la narraciéon de Platon del suicidio de
Sécrates por ingestion de zumo de frutos conteniendo cicuta puede ser
considerada, en cierto modo, como la primera descripciéon de un fenémeno
téxico en términos fisioldgicos. Hierbas, productos animales o mezclas se
preparaban en forma de infusiones o cocciones a las cuales se les agregaban
edulcorantes y compuestos aromaticos al objeto de hacerlas agradables al sabor.
Asi, el arte de las formulaciones daria lugar a la profesion de Farmacia. El
naturalista Galeno fue quizas después de Hipdcrates a quién debemos el origen
de la polifarmacia. Su opinidn acerca de que mezclas de hierbas podian
proporcionar todos los elementos necesarios para la curacién y, en
consecuencia, que mezclas de esta indole adecuadamente preparadas
remediaban los males conocidos dominé durante la Edad Media y fue un
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obstaculo para el progreso de la Farmacia tal como la conocemos hoy. No
obstante es posible percibir ya en este tiempo en las apotecas galénicas el origen
de una materia farmacéutica que siglos después derivaria en lo que es hoy la
Farmacia como profesion. Las propiedades terapéuticas y toxicas de las hierbas
se fueron conociendo mediante aproximaciones puramente empiricas. Plutarco
describe la muerte de los soldados hambrientos de Marco Aurelio por ingerir
raices de aconito (Aconitum napellus), que contiene aconitina, curativa, a dosis
bajas, pero muy téxica, a dosis mayores. Desde el siglo II hasta pasado el
Renacimiento la religion dominé en Europa. Las verdades absolutas no fueron
cuestionadas. En este periodo las hierbas curativas fueron elegidas de acuerdo
con las tradiciones grecolatinas con notables influencias de la medicina arabe.
Estas hierbas crecian en los jardines de los establecimientos religiosos donde los
enfermos encontraban cobijo.

A partir del siglo XVI se empiezan a poner en duda las verdades absolutas y
es cuando surgen figuras como Copernicus o Versalius que establecieron la
observacién directa y la experimentacion como cuestiones primordiales del
pensamiento cientifico. El alquimista Paracelso (siglo XVI) que adopté y
glorifico el uso del antimonio en elixires curalofodo ya hace hincapié en la
potencia de la medicacion en relacion a la dosis y a la via de administracion.
Esta formulacién de Paracelso, que era un vulgar charlatan, podria considerarse
como ¢l embrién de la moderna Farmacologia.

La conquista de América por los espafioles supone la incorporacién de
nuevas drogas al arsenal terapéutico de aquella época. Los conquistadores
encontraron que los aztecas usaban la corteza de quina como febrifugo para
combatir las fiebres maldricas y la esposa del virrey espafiol en Perfi, condesa de
Chinchoén fué, aparentemente curada de sus fiebres malaricas con extractos de
corteza de quina, drbol de las vertientes andinas luego bautizado por Linneo
como perteneciente al género Cinchona. Los misioneros jesuitas la trajeron a
Europa (polvo de los jesuitas) y, a pesar de ser rechazada por las escépticas
escuelas de medicina europeas, llego a ser un remedio popular para combatir no
solo las fiebres maldricas sino fiebres de cualquier origen. Los conquistadores
encontraron que los indios sudamericanos mascaban hojas de coca (y lo siguen
haciendo) como estimulante. Wholer en 1856 aislé cocaina de este material.

Con el desarrollo de la Quimica Orgénica y de la Quimica Analitica en el
siglo XIX se abre el camino que permite el aislamiento y caracterizacién de
numerosos principios activos de las plantas. El farmacéutico Serturner aisla la
morfina del opio en 1806 siendo el primer cientifico en aislar un producto
natural activo al estado puro. Poco después el también farmacéutico Pelletier
aisla la emetina de la ipecacuana y un poco mas tarde su colega Caventou afsla
la quinina de la corteza de quina. Posteriormente Magendie aisla la estricnina de
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Introduccion

la nuez vomica y Wholer la cocaina de las hojas de coca. Medio siglo de
notables acontecimientos (1).

En el frente bioldgico, después de los experimentos de Harvey sobre
circulacién en 1628, los experimentos farmacolégicos durante los siglos XVII y
XVIII se dirigieron al estudio toxicoldgico de las drogas usadas en aquel
entonces. En el siglo XIX se habia avanzado en el conocimiento del cuerpo
humano y de sus funciones y de Claude Bernard (1813-1878), quién puede
considerarse como el padre de la Farmacologia experimental y también de la
Medicina experimental, recibimos la ensefianza que se contiene en el principio
basico, todo cientifico debe preguntar cuestiones y disefiar experimentos para
responder a esas cuestiones. El primer Departamento auténomo de
Farmacologia lo dirige Schmiedeberg, en 1872 en Estrasburgo.

La Historia de la innovacion y del descubrimiento de firmacos puede ser
dividida en dos grandes periodos. Durante el primer periodo que empieza a
principios del siglo XIX y termina hacia 1930 se adapta el método cientifico
para aislar y purificar productos naturales, obtener productos sintéticos, estudiar
sus propiedades fisiologicas etc. Durante este periodo se introdujeron dos
generaciones de medicamentos; entre 1820 y 1880, los alcaloides y algunos
productos inorgdnicos y organicos y la segunda generacion, que incluye sueros,
vacunas, antiparasitarios, antipiréticos, analgésicos e hipnodticos. Es en este
periodo donde comienza la era de la Quimica Farmacéutica cuando Paul Ehrlich
(1854-1915) el padre de la Quimioterapia demuestra que las enfermedades
producidas por gérmenes patdgenos pueden ser tratadas con compuestos
quimicos como el azul de metileno (plasmodium de la malaria), el salvarsan
(espiroquetas de la sifilis) y planted el concepto de receptor, una de las piezas
clave del pensamiento cientifico para la investigacion y desarrollo de
medicamentos (2). Como otras ideas revolucionarias las contribuciones de
Ehrlich chocaron con el ridiculo y la oposicion de la sociedad. Este primer
periodo termina hacia 1930 cuando se alcanza un umbral en el que, a partir de
esas fechas intervienen ya de forma determinante la investigacion que se realiza
en los laboratorios de la industria farmacéutica. Hasta entonces los cientificos
inventores, innovadores, eran médicos, farmacéuticos, quimicos trabajando
aisladamente o en instituciones académicas, en laboratorios publicos de los
servicios de salud, etc. Una excepcion la constituye la industria alemana de
colorantes.

El segundo periodo empieza en los afios 30 con la introduccion de la tercera
generacion de medicamentos, vitaminas, sulfamidas, antihistaminicos,
antibidticos, hormonas sexuales, corticoesteroides. Esta generacion de
medicamentos revoluciond la estructura y las practicas comerciales de la
industria farmacéutica. Le siguen dos generaciones mas. La cuarta generacion,
1960-1980 incluye antibidticos semisintéticos, agentes que actiian sobre el SNC
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y cardiovascular, antiinflamatorios no esteroides. Finalmente, la quinta
generacion en la que nos encontramos, incluye antivirales, inhibidores
enzimaticos, medicamentos obtenidos por ingenieria genética

En 1930 surgen los primeros medicamentos procedentes de lo que puede ser
considerado como Aproximacion Racional al Disefio de Farmacos (Rational
Drug Design) basada en el reemplazamiento isostérico de grupos funcionales de
moléculas farmacolégicamente activas, en aquel entonces casi todas de origen
natural (3, 4). A ello le sigui6 la farmacomodulacién o modificacion estructural
de los prototipos o cabezas de serie (lead compounds) dirigida a establecer las
relaciones optimas entre la estructura molecular y la actividad farmacoldgica, es
decir, a buscar €l compuesto mas activo pero menos téxico. Esta aproximacién
domin6 las décadas siguientes y, en cierta medida, todavia continua. Sin
embargo, una fuente importante de nuevos firmacos o de nuevas estructuras que
pueden derivar en nuevos medicamentos sigue siendo el reino natural. La fuente
original de farmacos procedentes de plantas fue desplazdndose poco a poco
hacia la exploracion de microorganismos de los mas variados tipos de suelo
(1950-1970) y, mas tarde, a partir de la década de los 70 hacia el estudio de
estructuras bioldgicamente activas procedentes del medio marino.

1.1 SERENDIPIDAD Y OBSERVACIONES CASUALES

Muchos de los medicamentos que representan verdaderos avances en la
terapéutica de las enfermedades no proceden deliberadamente de un disefio
racional sino que son consecuencia de observaciones casuales y de
serendipidad”. Ello no quiere decir que esfuerzos sistemdticos en &mbitos
concretos no hicieran contribuciones significativas al avance del conocimiento
que permitiera nuevos descubrimientos sino que, evidentemente, no se puede
plantear un disefio racional con éxito previsible, cuando nuestro conocimiento
de los sistemas bioldgicos esta lejos de ser claro y completo. Y esto ha sido lo
que ha ocurrido en la primera mitad del siglo pasado. Asi, a medida que nuestro
conocimiento de los sistemas bioldgicos va siendo mayor va cobrando fuerza el
disefio racional.

A partir de los afios 60-70 el descubrimiento de medicamentos consecuencia
de un disefio racional cobra cada vez mas fuerza desplazando claramente al
descubrimiento por azar. El aislamiento de enzimas y hormonas y el
conocimiento de sus estructuras permite disponer de dianas (targets) que
constituyen modelos sobre los que se disefian y descubren nuevos

Serendipidad. Facultad de hacer un descubrimiento, un hallazgo afortunade de forma
accidental. Es la traduccon al castellano de la palabra inglesa serendipity y procede del arte
que poseian las protagonistas del cuento persa The seven princess of serendipity.
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medicamentos. También el descubrimiento de agonistas y antagonistas de
receptores ha sido posible gracias a que los avances en Biologia Molecular y en
las técnicas analiticas han permitido el aislamiento y caracterizacion de tales
receptores. De todos modos, en la cronologia del descubrimiento de nuevos
medicamentos a lo largo del siglo XX, las observaciones casuales, el azar y la
serendipidad representan contribuciones muy importantes (casi diria
trascendentales) al arsenal terapéutico. La clorpromazina (largactil®), por
ejemplo, se sintetizo en Francia fruto de la colaboracion del grupo del Prof.
Fourneau del Institut Pasteur con el Dr Charpentier de la compafifa Rhone-
Poulenc, como antihistaminico potencial. La observacion casual de uno de sus
efectos secundarios (intensa sedacion) permitid el descubrimiento de su
actividad neuroléptica. Este descubrimiento abrié un nuevo horizonte en el
tratamiento de las enfermedades mentales y, sin duda, constituye el origen de la
moderna Psicofarmacologia (Figura 1), (5).

CEEORDENES WELROVEIETATIVOY
ALGIAY RESELOES
N CI VOMIOS da fode origen
PRURITGY
LAMPSIA
TOXICOSE
OIRMENORREAS
/ INSOMIOS
N ANESTRSIA POTENCIALITADA
FEBERMACION ARTIMCIAL
AFECTIGNES PIHICOSOMATICAS
o CoRPD0S SRR
pRueamavEnr
l . At
Clorpromazina

Figura 1.

También es ampliamente conocida la observacion de Fleming cuando ve el
halo de inhibicion en las colonias de estafilococos que habia sembrado horas
antes en una placa de agar, inhibicion que luego demostr6 era debida a
contaminacion por esporas de Penicilliun notatum. Lo peor que le puede ocurrir
a un microbidlogo es que su placa se le contamine con hongos. Sin embargo
Fleming no tira la placa. Esta observacion es el prologo de lo que poco tiempo
después seria el comienzo de la era de los Antibioticos.

El descubrimiento de las 1,4-benzodiazepinas (6) por L. Sternbach en los
laboratorios de Hoffman-La Roche en Nutley (New Jersey) constituye un
excelente ejemplo de busqueda y descubrimiento de medicamentos a partir del
ensayo al azar de nuevos compuestos preparados. En estos casos, €s preciso
reconocer también el mérito de los farmac6logos que observan signos peculiares
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en los animales de experimentacion. El tratamiento de la quinazolina N-6xido
con metilamina no produce la quinazolina sustituida esperada sino un producto
de ensanchamiento del ciclo de 6 (quinolina) en otro de 7 (benzodiazepina)
isomera de la anterior. En este producto, que resulté ser un potente ansiolitico
observo también el farmacologo Randall una pardlisis poco comun vy
caracteristica asi como relajacion de la musculatura esquelética; algo parecido le
habia ocurrido a Berger cuando descubrié el meprobamato (metil-propil-1,3-
propanodiol dicarbamato, dapaz) otro ansiolitico. De esta manera surge el
clordiazepoxido, primer ansiolitico del grupo de las benzodiazepinas que Roche
comercializa como librium (1960) y en donde en los prospectos de los primeros
lotes de la especialidad farmacéutica todavia figuraba la nomenclatura quimica
incorrecta, como derivado de quinazolina. El librium es una benzodiazepina-4-
oxido. Una investigacidn posterior realizada por el propio Sternbach permitio
explicar lo ocurrido. El tratamiento de la quinazolina-N-6xido con aminas
secundarias produce los compuestos previsibles en una sustitucién nucleofilica
normal: aminas terciarias. Sin embargo, con metilamina no produce el
compuesto de sustitucion esperado sino un derivado 1,4-benzodiazepina-N*-
oxido. Como consecuencia del menor volumen de la metilamina en relacion con
las aminas secundarias anteriormente mencionadas se produjo una reaccion de
adicion en el carbono C, en lugar de la sustitucién nucleofilica en el grupo
clorometilo, consecuencia de lo cual tuvo lugar la reorganizacion del anillo de 6
(quinazolina) en otro de 7 (diazepina). La reaccion se generalizé utilizando otras
aminas primarias pero ninguno de los nuevos productos obtenidos resulté mejor
que el clordiazepoxido (Figura 2).

El clordiazepoxido se absorbe rapidamente en el intestino y, al metabolizarse
se transforma en benzodiazepinona; su estructura sigue siendo la de un N-6xido
y el grupo NH-CHj desaparece con simultanea oxidacion del C, .Este derivado
es mas potente que el mismo clordiazepoxido. De otra parte, estudios de
relaciones estructura-actividad demostraron que la funcién N-oxido no es
indispensable; es un grupo superfluo. Surgen asi las benzodiazepinas, como el
diazepam (valium) y otras muchas (Figura 3). Desde las introduccién del
clordiazepoxido se han preparado unas 3000 benzodiazepinas de las cuales se
usan aproximadamente unas quince. A causa de su eficacia clinica en una
amplia variedad de trastornos del SNC, de su elevada seguridad y de su baja
incidencia de efectos secundarios, las benzodiazepinas constituyen quizas uno
de los grupos de medicamentos de mas amplia prescripcion mundial.
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Figura 3. Metabolismo del clordiazepoxido

La historia de la aspirina es también bien conocida: analgésico-antipirético,
antiinflamatorio, antiagregante plaquetario ;Quién sabe qué otras aplicaciones
clinicas le vamos a encontrar a la aspirina?

Sin embargo, es importante reconocer el gran significado del poder de
observacion, intuicion, imaginacidon y perseverancia de los cientificos
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implicados en el proceso de descubrimiento y desarrollo de medicamentos.
Mentes inquisitivas que pueden preguntar cuestiones trascendentes y que son
capaces de discriminar y/o discernir lo que es relevante de aquello que no lo es.
En este sentido la observacion intuitiva de Fleming cuando su placa de colonias
de estafilococos es contaminada con esporas de un hongo es de una plasticidad
extraordinaria.

Durante la primera mitad del siglo XX hubo varios casos de disefio racional
de medicamentos. La levodopa (-)-3,4-dihidroxifenil)-l-alanina empleada en el
tratamiento de la enfermedad de Parkinson es uno de los pocos ejemplos de
descubrimiento de firmacos via aproximacién racional. Cientificos suecos
informaron en 1959 que, aproximadamente el 80% de la dopamina cerebral se
concentra en los ganglios basales del sistema extrapiramidal (7).
Posteriormente, Hornykiewicz (8) describe un marcado déficit de dopamina en
los enfermos de Parkinson, en especial en las neuronas de la substantia nigra.
La administracién de dopamina no resulta ser la solucién porque no atraviesa la
barrera hematoencefélica. Sin embargo Cotzias (9) demostré que uno de sus
precursores, la levodopa cuando se administra en dosis orales crecientes mejora
notablemente los sintomas de los enfermos de Parkinson. La levodopa atraviesa
la barrera hematoencefalica entra en los ganglios basales y se descarboxila in
situ generando dopamina proporcionando por consiguiente los niveles de
dopamina necesarios para mejorar la actividad motora. La levodopa se
administra con un inhibidor de la dopa descarboxilasa periférica, (carbidopa,
benserazida),-que descarboxila la levodopa periférica, permitiendo asi reducir la
dosis y, en consecuencia, los efectos secundarios. Aunque lejos de ser
totalmente satisfactorio muchos de los esfuerzos para el control de la
enfermedad de Parkinson giran en torno a la levodopa.

En la busqueda sistematica dirigida a encontrar un medicamento activo en un
area terapéutica se entrecruzan los esfuerzos sistematicos con las observaciones
casuales.

El capitulo de las sulfonamidas es muy atractivo (cuando se habla de
descubrimiento de firmacos) porque en él se compendian la blsqueda
sistematica dirigida a un objetivo (un antibacteriano) con observaciones de
efectos secundarios consecuencia de observaciones clinicas. Estos efectos
secundarios pueden potenciarse a través de la farmacomodulacién lo que los
convierte en prototipos utiles para el descubrimiento de otros grupos de
medicamentos (Figura 4). Poco tiempo después de la introduccién de la
sulfanilamida como agente antibacteriano se observd que los enfermos
presentaban acidosis metabdlica y excretaban orina alcalina. En 1940, T. Mann
y D. Keilin de la Universidad de Cambridge (10) descubren que la
sulfanilamida inhibe la anhidrasa carbénica, un enzima que cataliza la
formacion de 4cido carbénico a partir de anhidrido carbénico y agua. La
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mhibicién del enzima produce alcalinizacién de la orina consecuencia de un
incremento de la excrecion de iones bicarbonato y sodio (con el equivalente
osmotico de agua). Como consecuencia de esta observacion clinica se sometid
la sulfanilamida a técnicas de farmacomodulacién comprobindose que la
actividad inhibidora de la anhidrasa carbdnica se presentaba en sulfonamidas
primarias de caricter 4cido. Ello se consiguid con la introduccién de sistemas
aromaticos electrdn atrayentes como el 1,3,4-tiadiazol presente en diversas
sulfonamidas diuréticas como la acetazolamida (diamox). Posteriormente se
comprobd que la acidosis metabdlica que produce la acetazolamida y otros
inhibidores de la anhidrasa carboénica es un factor limitante en su utilizacién en
clinica. Se precisaban diuréticos mas seguros.
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Figura 4. Farmacomodulacion de las sulfonamidas antibacterianas

La farmacomodulacién del grupo sulfonamido aromatico llevé a Novello y
Sprague de Merck Sharp Dhome (en adelante Merck), en 1957, al
descubrimiento de las tiazidas, potentes diuréticos (saluréticos) que actian no
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por inhibicion de la anhidrasa carbénica sino por inhibicién de la reabsorcion
tubular de iones alcalinos (11). Posteriormente, en 1960 surge la
hidroclorotiazida, diez veces mas potente, comercializada por MSD como
hydrodiuril y por Ciba como exidrex tras un conflicto de patentes (12).

En otro tipo de estudios, médicos del Hospital Clinico de Toulouse
observaron en 1942, que los enfermos tratados con ciertas sulfamidas en dosis
altas presentaban hipoglucemia como efecto secundario a consecuencia del
estimulo de la liberacién de insulina. De ahi surgen, via farmacomodulacién, los
antidiabéticos orales, carbutamida y tolbutamida, prototipos de los
antidiabéticos orales de la seric de las sulfonilureas hoy notablemente
mejorados en derivados como la glibenclamida y otros.

Asimismo en los afios 40 y 50 en los primeros tiempos heroicos del
tratamiento de las infecciones en los que se administraba penicilina G con
sulfamidas los clinicos habian observado una reduccion de la eliminacién renal
de penicilina G cuando se administraba este antibidtico con sulfamidas. Ello fue
la causa del descubrimiento del probenecid que se usé posteriormente como
uricosurico.

La furosemida, furfuril derivado del dcido 5-sulfamoil antranilico es otra
historia interesante de serendipidad. Sintetizada por el Prof. Ruschig jefe de la
Division Quimica de Farbwerke Hoechst en los afios 40 como un inhibidor de la
anhidrasa carbonica, result6 ser un potente diurético que bloquea la reabsorcién
de cloruro sodico en el asa de Henle. Su actividad no tiene nada que ver con
este enzima.
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2. LANATURALEZA COMO FUENTE DE MEDICAMENTOS

2.1 MEDICAMENTOS DE ORIGEN VEGETAL

La naturaleza ha sido la fuente original de farmacos no solamente para el
hombre sino para su antecesor, el chimpacé (13). Hasta 1960 las moléculas de
origen natural y sus formulaciones constituia el 40% de los medicamentos
disponibles. Si a esto se afiaden los derivados semisintéticos y sintéticos
resultantes de modificaciones moleculares del producto natural la deuda que la
Farmacia y la Medicina tienen con la Naturaleza es de un valor inconmesurable.

Quizas la moderna Medicina alopatica podria tener sus origenes en la
utilizacién de la digital por el médico inglés W.Whitering (1785) para el
tratamiento de la insuficiencia cardiaca (hidropesia). Con posterioridad se
aislaron los glucésidos de las hojas de la digital. Stoll en Sandoz estableci6 la
estructura esteroide de las agluconas de la digital asi como de otras plantas
como la escila y el estrofanto. Los glucdsidos del estrofanto (kombetin) han
sido usados hasta los afios 60 en el tratamiento del edema agudo de pulmén
hasta la aparicién de los diuréticos tiazidicos y de la furosemida. Actualmente,
la digoxina sigue siendo un farmaco de primera linea en el tratamiento de la
insuficiencia cardiaca.

OH

HO
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0
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La morfina, el principal alcaloide del opio es un ejemplo clasico de un
compuesto natural de estructura compleja, muy activo, cabeza de serie o
prototipo de las analgésicos narcéticos que ha sido sometido a numerosas
modificaciones y fragmentaciones bién simples o bién profundas, que han
proporcionado numerosos fragmentos unos, completamente inactivos y otros de
un inestimable valor como analgésicos. Becket y Casy (14) en 1954 propusieron
un receptor para la morfina basado en sus caracteristicas estructurales.
Especificamente, el receptor tenia que tener 1) una superficie plana para
establecer interacciones con los electrones n del anillo aromatico de la morfina;
2) una cavidad para acomodar el anillo piperidinico de la molécula y 3) un sitio
anionico para alojar un grupo COOH de un aminoécido (aspartico, glutdmico)
que establece un enlace i6nico, salino, con el nitrégeno piperidinico, el cual se
supone que esta ionizado al pH del cuerpo humano. La publicacién de este
modelo hipotético de receptor condujo a importantes esfuerzos sintéticos
encaminados a obtener moléculas capaces de ajustarse a €l de lo que resultaron
agonistas parciales como pentazocina o antagonistas como naloxona (15).
Aunque los dos opidceos cldsicos petidina y metadona habian sido preparados
antes, el fentanilo cuya actividad analgésica es 50-100 veces la de la morfina,
por su elevada lipofilia, puede considerarse también resultante de este esfuerzo
investigador. Desgraciadamente, todas las estructuras capaces de producir
analgesia comparable a la de la morfina fueron también igualmente adictégenas.
Ademas no ha sido posible obtener un farmaco que tenga (no que ya lo supere)
la calidad de analgesia que produce la morfina en el hombre.

En lo que se refiere al mecanismo de la accion analgésica dela morfina, hoy
sabemos que estan implicados unas familia de receptores opioides 8, «, p asi
como los péptidos analgésicos endogenos (opioides enddgenos) endorfinas y
encefalinas que pueden estar implicados como neurotransmisores alterando la
respuesta motora al estimulo (dolor). Una revelacion algo reciente supone que
los mamiferos contienen compuestos que son precursores metabdlicos en la
biosintesis de la morfina, p.ej. reticulina y salutaridina. Un citocromo especifico
P-450 ha sido aislado de higado de cerdo que oxida la reticulina a salutaridina
(16). Sin embargo, hasta ahora, a nuestro conocimiento, la morfina no ha sido
aislada de tejidos de mamiferos.

/\/© © '
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La papaverina es otro alcaloide del opio que fue utilizado como patron (lead
template) para desarrollar un andlogo de cadena abierta, el verapamil, el cual
como la papaverina es un poderoso vasodilatador siendo empleado en el
tratamiento de la hipertension, de la insuficiencia coronaria y arritmias; muchas
de las actividades son atribuidas a su alta afinidad por los canales de Ca™
inactivados y, por consiguiente, a su actividad bloqueante del calcio.
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l O O
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N 0

Papaverina

Verapamil

Las hemorragias fatales del ganado acontecidas en los afios 20 en los estados
de Dakota (EE.UU) y Alberta (Canada) condujeron al descubrimiento de los
anticoagulantes derivados de la cumarina. El veterinario canadiense
F.W.Schofield encontré que la causa de estas muertes era debida a que el
ganado se alimentaba de un forraje a base de trébol dulce fermentado. En los
afios 30 el Prof. Link de la Universidad de Wisconsin se encargd de la
investigacion del problema y, en 1939 uno de sus discipulos, H. Campbell aisld
cristales de un derivado de la cumarina que resulté ser el dicumarol y que tras
ensayos clinicos en la Clinica Mayo fue comercializado en 1942 por las
compafiias Abbott y Lilly como anticoagulante oral en la prevencién y
tratamiento de las trombosis. La cumarina del trébol se oxida a 4-
hidroxicumarina y esta se condensa con aldehido férmico (que se produce en el
proceso fermentativo) dando dicumarol (Figura 5). Es un antagonista de la
vitamina K impidiendo la biosintesis de los factores de la coagulacion en el
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higado. Dosis muy bajas de dicumarol producen hipoprotombinemia vy,
consiguientemente, hemorragias causa de las muertes del ganado.
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Figura 5. Anticoagulantes cumarinicos

Durante la II Guerra Mundial Link preparé en su Laboratorio nuevos de
derivados cumarinicos uno de los cuales, de mayor potencia y duracidn, se
comercializé6 como rodenticida y pronto gand popularidad como un excelente
veneno de ratas. Parte de los royalties producidos por esta ventas eran
canalizados a la Wisconsin Alumni Research Foundation, de ahi el origen del
nombre de warfarina que tiene este anticoagulante (17). Poco tiempo después, y
tras varios intentos de suicidio por ingestién del raticida, por un recluta del
Ejército de los EE.UU, a sugerencia de Link, los Laboratorios Endo de Nueva
York comercializaron la warfarina como anticoagulante de uso humano para la
profilaxis y tratamiento de trombosis venosas y embolismo pulmonar,
prevencion de embolismo en personas con prétesis valvulares asi como adjunto
en la profilaxis del embolismo sistémico después de un ataque cardiaco.
Actualmente, el derivado nitrado, acenocumarol (sintrom) estid mas difundido
que la propia warfarina (coumadina).

Las plantas que han proporcionado los mas recientes prototipos son quizas el
Taxus baccata 'y 1a Camptoteca. El tejo ya habia sido conocido por los celtas y
por los griegos como el arbol de la muerte. Contiene sustancias muy téxicas y
sus extractos han sido usados con fines suicidas y para cometer asesinatos.
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La actividad anticancerigena de los compuestos aislados del tejo del Pacifico
Taxus brevifolia conocidos como taxanos fue descubierta como consecuencia de
un programa de busqueda del Instituto Nacional del Cancer de los EE.UU. En
este programa se ensayaron millones de compuestos de origen natural o
sintético asi como fracciones crudas, semi puras o puras de extractos naturales.
El prototipo de taxano, paclitaxel (taxol®) fue aislado con considerable
dificultad a causa de su baja concentracion en la corteza del arbol (650 mg por
arbol) y de su dificultad en cristalizar (18); sin embargo el taxol presentaba una
notable actividad antitumoral en especial, frente a melanoma B16. Dado el bajo
rendimiento era necesario el sacrificio de un arbol de cien afios para disponer de
uno 300 mg de taxol, aproximadamente, una dosis para un enfermo de cancer.
En 1971 se determiné la estructura del taxol por cristalografia de rayos X (18a).
Después se aislé el taxol de otras especies de Taxus pero con muy bajos
rendimientos. El camino hasta su utilizacién en la terapia anticancerosa fue
largo, laborioso, lento y dificil. Porque se requiere la estructura completa para
mostrar toda su actividad antitumoral. Los intentos de conseguir mas cantidad
de taxol por sacrificio de los arboles se vieron frenados por los movimientos
ecologistas. En 1982 la Dra Horwitz del Albert Eisnstein Medical Center de
Nueva York demostr6é que el taxol poseia un mecanismo de accién original,
distinto del de los alcaloides de la vinca y del de los derivados del
Podophyllium (los cuales impiden el montaje de los microtiibulos) (18b)
enlazindose a la tubulina (proteina implicada en la mitosis) de forma que los
microtibulos del huso mitético que se producen en su presencia son resistentes
a la despolimerizacidn, son rigidos, lo que provoca la muerte celular durante la
mitosis ( se ha postulado otro mecanismo de accion de los taxanos cual es la
induccion de apoptosis, -muerte celular programada,- través de la unién a la
proteina antiapoptosis Bcl (19).

El paclitaxel es un diterpeno con un esqueleto triciclico de 6-8-6 eslabones
formado por catorce 4&tomos de carbono de los que nueve son estereogénicos. Es
el ester de la bacatina (el alcohol que contiene los tres ciclos del taxol) con el
acido 3-amino-2-hidroxi-3-fenilpropidnico. El taxol es muy dificil de sintetizar.
Nicolau (20), Holton(21) y Danishesfsky (22) han descrito sintesis totales del
taxol, todas muy complejas, puramente académicas. El suministro de taxol ha
sido resuelto mediante transformacion semisintética de la 10-desacetilbacatina,
la cual existe en cantidad en otras especies de Taxus como el T.baccata, un
pequefio arbusto renovable. Las hojas de este arbusto se regeneran rapidamente
y puede cosecharse en grandes cantidades sin afectar a la plantacion.

La semisintesis en escala industrial del taxol y de sus andlogos (Docetaxel) a
partir de la 10-desacetil bacatina es relativamente simple y fue realizada, entre
otros, por Potier, en Gif-sur-Ivette; basicamente, proteccion selectiva de las
funciones alcohoélicas en C; y Cyq y acilacién del alcohol en C;3, menos reactivo
con la cadena lateral de N-benzoilfenilisoserina
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Figura 6. Semisintesis del taxol (no se muestran grupos protectores).

El taxol, molécula muy grande, muy lipofilica es practicamente insoluble en
agua. Fué utilizada clinicamente en soluciones conteniendo aceite de castor y
alcohol pero las reacciones de hipersensibilidad atribuidas al solvente obligaron
a buscar otras formulaciones como p.ej. con cremofor. La neutropenia es un
factor limitante del uso clinico del taxol pero se puede reducir bastante si se
perfunde lentamente. El taxol es efectivo no solo frente al cdncer de ovario sind
también al de pulmén, pecho, cabeza y cuello, pero desafortunadamente estan
apareciendo fendmenos de resistencia.

De los estudios de relacion estructura/actividad en los taxanos, se vino en
conocimiento de que es posible dividir la molécula en dos partes. La parte
superior o hemisferio norte puede ser modificada sin pérdida sustancial de
actividad y la parte inferior, hemisferio sur donde estdn situados la parte
hidrofobica la cual no puede ser sustituida por grupos hidrofilicos. Hasta el
presente, del intenso trabajo quimico dirigido a modificar la molécula del taxol,
solo ha emergido el N-t-butoxicarbonil derivado, docetaxel (taxotere) como un
anélogo mejorado.

La bisqueda de nuevas estructuras dotadas con un mecanismo de accién
como el del taxol resulté en el descubrimiento de tres familias de compuestos:
tres de origen marino, sarcodictinas (24), discodermolidas (25), laulimalidas
(26) y una de mixobacterium, epotilonas (24). Las estructuras tan complicadas
constituyen un reto para los quimicos organicos, en el establecimiento de su
estructura con sus estereoquimicas y en su posterior confirmacion por sintesis
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Irinotecan Epotilona A

Los derivados semisintéticos de la camptotecina (irinotecan, topotecan) son
solubles en agua y han sido recientemente introducidos en clinica en el
tratamiento del cancer de ovario, de pulmén de células pequefias, de cabeza y
cuello, de pecho, etc. La camptotecina es un alcaloide del arbol Camptotheca
accuminata cuya actividad antitumoral es debida a la inhibiciéon de la
topoisomerasa I, un enzima esencial para la replicacion del ADN.

2.2 MEDICAMENTOS DE ORIGEN ANIMAL: HORMONAS Y
DERIVADOS

Las hormonas son sustancias quimicas endogenas producidas en un érgano o
en células que son capaces de regular la funcién de ese u otros 6rganos o
c€lulas. La elevada o escasa produccién de hormonas puede conducir a una
enfermedad. Las hormonas mismas o sus analogos sintéticos o semisintéticos o
sus antagonistas pueden funcionar como medicamentos para suplir esa
deficiencia o antagonizar esa excesiva produccion. Un ejemplo clésico de una
hormona usada como farmaco es la insulina. Dejando las hormonas de caracter
peptidico para mas adelante nos ocuparemos de las hormonas esteroides y de los
medicamentos que de ellas se derivan.

La secuencia de acontecimientos que normalmente tiene lugar en el
descubrimiento de una sustancia de origen natural se inicia generalmente por
algin acontecimiento bioldgico que sefiala la posibilidad de un farmaco
potencial. En algunos casos la actividad biologica se cuantifica mediante
ensayos adecuados y estos ensayos se utilizan entonces como guia en los
diversos estadios del fraccionamiento que se siguen para aislar esa sustancia
activa. Esto ha sido especialmente verdad para las hormonas esteroides (Tabla
1). El aislamiento de la estrona en 1929 por Adolf Butenandt (Universidad de
Gotinga) pudo haberse retrasado mucho si Zondek y Aschem no hubieran
descubierto (1927), mediante ensayo bioldgico que la orina de mujeres
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embarazadas es una fuente natural mucho mas rica que los extractos de ovario
donde habia sido detectada previamente (el test de Zondek y Aschem es una
prueba de embarazo basada en la presencia de estrogenos en orina). A partir de
15.000 litros de orina (suministrados por los Laboratorios Schering, de Berlin) y
efectuando el test de Allen y Doisy en cada una de las etapas del
fraccionamiento Butenandt fue capaz, a los 26 afios de edad, de obtener 15
miligramos de estrona cristalizada. El test de Alenn y Doisy correlaciona
cambios morfolégicos en la vagina de la rata (estro) con el nivel de estrogenos
en sangre. Asimismo a Butenandt (discipulo de Windaus) se le debe también el
aislamiento de la progesterona; para obtener 20 mg necesité 6.25 kilos de
ovarios procedentes del sacrificio de 50.000 cerdas (27).

Tabla 1. Concentracion de hormonas esteroide segiin su origen.

Hormona Fuente CONCENTRACION Ensayo
Orina embarazada 1 mg/lt .
Estrona Orina yegua prefiada 10 mg/ Allen-Doisy
Progesterona Ovarios de cerda 625 kg Comer-Allen
producen 20 mg

Testosterona .
(Androsterona) Orina de varon 1 mg/lt
Hidrocortisona Suprarrenales de 75 mg/lt Ingle

vaca

Por esta época Kendall en los Estados Unidos y Reichstein en Suiza, logran
aislar al estado puro, a partir de suprarrenales de vaca, cortisona e
hidrocortisona junto con otros derivados del pregnano de menor interés. Asi, en
un tipico experimento de elaboracion fue preciso procesar 9.000 g de
concentrado puro de 500 kilos de capsulas suprarrenales procedentes del
sacrificio de 20.000 vacas.

Estas cifras muestran por si mismas la ingente tarea que hubo necesidad de
acometer para aislar las primeras hormonas esteroides.

Varias hormonas sexuales masculinas y femeninas y derivados se utilizan en
el tratamiento de desdrdenes asociados con el desarrollo sexual y con el ciclo,
en la terapia de tumores malignos de mama y prdstata hormona-dependientes,
etc. El hecho de que cambios minimos en la estructura esteroide puedan causar
alteraciones importantes en la actividad biol6gica constituy6 un estimulo para
farmacoquimicos y farmacélogos dedicados a estos temas y, asi de
modificaciones moleculares de las hormonas masculinas y femeninas surgen los
anabolizantes y los anovulatorios. La historia del aislamiento, purificacién y
sintesis de la cortisona es fascinante e ilustra un amplio esfuerzo de cooperacién
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de todos los cientificos implicados en el proyecto. Sin embargo, la utilizacion
terapéutica de los esteroides no se inicia de forma completa hasta pasado 1950 a
consecuencia de los precios prohibitivos de los mismos. En efecto, las materias
primas naturales mas asequibles eran el colesterol (del insaponificable de la
grasa de la lana) y los acidos biliares (de bilis de matadero). Por ejemplo, la
sintesis de la progesterona a partir del acido colico requiere un proceso sintético
de 27 pasos algunos de los cuales transcurren con rendimiento bajo; cllo
encarecia la hormona hasta el punto de que su precio era de 80 ddlares por
gramo. Sin embargo, a finales de 1940 se podia comprar progesterona a 50
centavos de ddlar el gramo y era disponible en toneladas. El hombre que hizo
esto posible fue el quimico norteamericano Russel E. Marker el padre fundador
de la moderna industria de esteroides. Marker encontré que la diosgenina, una
sapogenina abundante en los rizomas de los plantas mexicanas Dioscorea
composita (barbasco) y D. macrostachya (cabeza de negro) podia ser una
materia prima adecuada para la preparaciéon de pregnenolona que, a su vez es
clave en la sintesis de la progesterona y otras hormonas sexuales, de sus
derivados asi como de la cortisona y corticoesteroides. Marker no fue capaz de
interesar a las compaiiias farmacéuticas americanas para obtener progesterona
asi es que alquiloé en México capital los Laboratorios Hormona y después fundo,
con Lehman y Somlo los Laboratorios Syntex, en 1944. La recoleccion de los
primeros lotes de cabeza de negro no ofrecié mayores problemas contando con
la colaboracion de los campesinos mexicanos en zonas accesibles y el propio
Marker realizé las operaciones decisivas sin dejar huella de los procedimientos
(Figura 7).

Figura 7. Rizoma de barbasco y cosecha, en México.

En el primer afio pudo Marker producir varios kilos de progesterona que
entonces tenia un valor de 80 doélares por gramo. Después Marker vendid su
parte (40%) y se marchd y la direccion de Syntex trajo a Rosenkranz de Cuba, a
Djerassi que trabajaba en CIBA, (en Summit, New Jersey; la filial americana de
la CIBA suiza estaba teniendo problemas a causa de la guerra y Djerassi no
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dudo en aceptar el contrato que le ofrecia Syntex), y a otros quimicos para
continuar la sintesis de hormonas a partir de la diosgenina (28a, 28b).

La acetolisis de la diosgenina con anhidrido acético a 200°C en autoclave
abre uno de los anillos espirociclicos y origina el acetato de seudodiosgenina.
La oxidacion cromica posterior ataca el doble enlace mas reactivo que aparece
en la cadena lateral y produce el ester ceténico que se separa con facilidad por
hidrolisis para dar el acetato de 16-dehidropregnenolona el cual proporciona
pregnenolona por hidrogenacidn catalitica. El rendimiento total del proceso es
del 50%. Del acetato de pregnenolona se pasa a la progesterona mediante
eliminacion del grupo acetato y posterior oxidacion de Oppenauer (Figura 8).

6] AcO
1) Ac,0 OY\)\
e i
2) CrO, H 0
AcO
diosgenina
HOAc
o} O

1) H, /Pd “
Y an
o 3) AI[OC(CH;);]5 AcO

progesterona 16-dehidropregnenolona

Figura 8. Sintesis de Marker de la progesterona a partir de la diosgenina

En 1949 cientificos de la compaiiia Syntex encontraron que la Dioscérea
composita llamada barbasco por los campesinos es una 3-10 veces mas rica en
diosgenina que la cabeza de negro y sobre todo es una diosgenina mas pura, sin
sapogeninas secundarias. Utilizando este material, el gramo de progesterona se
vendia en 1949, a 1.50 dolares el gramo. En 1951, Syntex aceptaba pedidos de
progesterona de hasta 10 toneladas, parte de la cual era utilizada para la sintesis
de la cortisona e hidrocortisona a través de un proceso microbioldgico que
acababa de patentar Upjohn. Sin embargo, en afios inmediatamente anteriores,
desde su descubrimiento por Kendall, la sintesis de la cortisona y, por
consiguiente, su disponibilidad para estudios clinicos constituia un problema de
solucion compleja.
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Desde hacia tiempo los clinicos habian observado que la sintomatologia de
la artritis reumatoide en mujeres se aliviaba durante los embarazos. El
reumatdlogo P. S. Hench de la Clinica Mayo habia observado en 1929 que
ciertos enfermos reumadticos se aliviaban también cuando padecian ictericia.
Puesto que la progesterona ejerce una accién protectora del embarazo pero
carece de accion sobre la artritis, Hench supuso que durante el embarazo deben
liberarse otras hormonas esteroides capaces de intervenir en el proceso artritico,
que tales hormonas se vierten en sangre en cantidades considerables y que
escapan a la destruccion metabdlica cuando se encuentran con un higado
dafiado por la ictericia. En 1949 se le presenta a Hench la oportunidad de usar
unos miligramos de cortisona que habia sido obtenida por Kendall en los
laboratorios de la Clinica Mayo. El éxito fue espectacular. La respuesta
inmediata fue una gran demanda de hormona que 1levé a la compafiia Merck a
acometer la empresa, sin precedente alguno de obtener acetato de cortisona a
partir de 4cido desoxicolico, adaptando a una produccién en gran escala un
proceso de 37 pasos utilizando reactivos muy costosos, pasando por reacciones
que requieren exigencias criticas de temperatura, controlando las estereoquimi-
cas y llegando finalmente a un producto tan sensible.

OH COOH

hecogenina acido coélico

A vpartir de la 16-dehidropregnenolona era preciso abordar la sintesis de
esteroides corticales (cortisona y otros) caracterizados por tener una funcién
oxigenada en el C;;. La mayor dificultad que presentaba la sintesis de estos
esteroides radicaba en la introduccién de una funcidén oxigenada en esa
posicion. Sin funcién oxigenada no hay actividad bioldgica. No existe ningin
esteroide natural (de origen animal o vegetal) con funcién oxigenada en C,j; las
estructuras mas cercanas son los acido biliares (célico y desoxicdlico) y la
hecogenina, genina esteroide abundante en la planta del sisa/ (henequén)
cultivada en Affrica Oriental. La hecogenina y el acido colico tienen una funcién
oxigenada en C,,, el traslado a C;; es muy delicado y costoso.
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Figura 9. Desde la diosgenina o el estigmasterol a la cortisona.
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El problema fué definitivamente resuelto por un grupo de investigacién de la
Compafiia Farmacéutica Upjohn dirigido por D. H. Peterson y H. C. Murray. De
un modo totalmente fortuito, un cultivo del hongo del pan Rhizopus arrhizus
aislado del aire al exponer una placa de agar en una ventana (en Kalamazoo,
Michigan donde reside la sede de la compafiia) transformé la progesterona en
11a-hidroxiprogesterona con buenos rendimientos. Posteriormente, se encontrd
que la hidroxilacion microbiolégica era posible en casi todas las posiciones con
sus respectivas orientaciones. Peterson y Murray encontraron, con gran suerte,
un microorganismo que no solo hidroxilaba el nucleo esteroide sino que lo
hacia justo donde les convenia, en la posicion 11, con estereoquimica a. Como
consecuencia de este notable descubrimiento la sintesis de la cortisona se redujo
de 37 a 11 pasos, abaratandose los costes. El precio pasé de 200 a 6 délares el
gramo. Poco después Syntex ofrecia progesterona a 0.48 ddlares el gramo y un
afio mas tarde Upjohn elaboré un procedimiento conveniente para obtener
progesterona a partir del estigmasterol disponible en cantidades ilimitadas como
un producto residual de la utilizacién técnica del aceite de soja (del
insaponificable del aceite de soja). Al entrar en competencia este procedimiento
obligd a la progesterona mexicana a una nueva disminucion de precio de 0.48 a
0.19 ddlares el gramo. Esto repercutié favorablemente en el precio de la
cortisona y de sus derivados (Figura 9).

El dominio logrado en los métodos de transformacion de esteroides dio lugar
a una intensa blsqueda de nuevas moléculas con mejores propiedades
farmacolodgicas , se buscaba mayor actividad, mayor especificidad, supresion de
efectos secundarios, menores costes, etc, etc. En el campo concreto de los
corticoesteroides se buscaba la disociacion lo mas completa posible de la
actividad mineralo- de la glucocorticoide.' Junto con la hidrocortisona surgen
asi los corticoesteroides de sintesis: prednisona, prednisolona, triamcinolona,
dexametasona, etc con baja incidencia de efectos mineralocorticoides.

La gran importancia industrial de la diosgenina (asi como del colesterol y del
estigmasterol) queda reflejada en el cuadro adjunto. Por la via de Ila
pregnenolona llegamos a la progesterona, a la cortisona y a los corticoides de
sintesis; es también llave para la sintesis de la testosterona y anabolizantes que
de ella derivan y, previo paso por la dehidroepiandrosterona, para la preparacion
de estrégenos (estrona, estradiol). Estos a través de la reduccion de Birch
conducen a los 19-noresteroides (Figura 10).

La propiedad glucocorticoide en un esteroide es una medida de su actividad antiinflamatoria y
antialérgica.

La frase, de origen anglosajon, sigue siendo ilustrativa. The clinicians are aware that when
everyrthing else fails, try cortisone. (...cuando todo falla, intentar la cortisona).
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ovulacion (Figura 11),(29).
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En 1955, Pincus de la Worcester Foundation for Experimental Biology en
Worcester (Massachussets) encuentra que la progesterona cuando se administra
a dosis de 300 mg/dia desde el 5 al 25 del ciclo inhibe la ovulacién. Durante
este tiempo Colton en Searle y Rosenkranz y Djerassi en Syntex preparan 19-
noresteroides a partir de la estrona, del estradiol y del éter metilico del 17a-
etinil estradiol (mestranol) haciendo uso de la reducciéon de Birch. A la 19-
norprogesterona le siguen la noretindrona y el noretinodrel, progestinas cuya
actividad es alta siendo ademas activas por via oral. Ensayos clinicos realizados
por el propio Pincus, por Rock en Boston y Garcia en Puerto Rico confirman,
en 1956, la efectividad del noretinodrel y la noretindrona como inhibidores de la
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Figura 11 Obtencidn de noretisterona

Como consecuencia de estos estudios, se encontré que parte de la eficacia
era debida a un estrégeno contaminante, el 17a-etinilestradiol metiléter,
mestranol. En el proceso de sintesis, el estradiol metiléter no reaccionante (que
no sufre la reduccidon de Birch) es luego oxidado y etinilado dando esta
impureza tan activa que potencia extraordinariamente la accion de la progestina
(Figura 12). Desde entonces , en las formulaciones anticonceptivas de mayor
uso se asocian ambos progestina y estrogeno. La asociacion de mestranol y
noretinodrel , enovid, fue evaluada en 1600 mujeres y aprobada por la FDA
(Food and Drug Administration, agencia norteamericana de alimentos y
medicamentos) en 1960. En este afio y tras una fuerte polémica en los Estados
Unidos Searle comercializa el enovid iniciandose asi la era de los
anticonceptivos.
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Figura 12. Sintesis del mestranol.

Posteriormente se comercializaron progestinas solas, sin mezcla con
estrogeno, como la 17a-acetoxiprogesterona (MAP, provera), acetato de
clormadinona, etc en lo que se conocen como minipildoras, si bién son menos
efectivas que las combinaciones de estrogeno+gestageno.

El mercado de los anticonceptivos sufrié un incremento espectacular a partir
de 1960. En 1975 se estimé que 55 millones de mujeres en todo el mundo
tomaban contraceptivos orales. A partir de esa fecha descendié el consumo
como consecuencia de los efecto secundarios que ocasionan. En un intento por
mejorar su seguridad se introdujeron nuevas combinaciones de estrégenos y
progestinas. En 1997 la FDA autorizé una combinacién de levonoprogestrel y
etinilestradiol y en 1998 el mircette de Organon asociacién de desogestrel y
etinilestradiol, ambas con bajo contenido en estrogeno compuesto al que se le
atribuyen la mayoria de los efectos secundarios de los contraceptivos(30).
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2.3 MEDICAMENTOS DE ORIGEN MICROBIANO

El descubrimiento de la penicilina es quizd el caso mejor conocido de
descubrimiento de fArmacos por serendipidad. La era de los antibidticos® tiene
su origen en las conocidas observaciones de Fleming en 1928, sobre el efecto
inhibidor que el hongo Penicillium, contaminante accidental de una placa de
cultivo, ejercia sobre los estafilococos sembrados en ella. Estas observaciones
no atrajeron la atenciéon que merecian hasta 1939-1941 cuando la penicilina,
nombre que Fleming le habia dado a la sustancia producida por el hongo, fue
aislada en forma pura por E. B. Chain y H. W. Florey en la Universidad de
Oxford. Su actividad se manifiesta principalmente frente a microorganismos
G(+), (estreptococos, estafilococos, meningococos, neumococos, gonococos) y
la accion bacteriostatica se acusaba ya (jen aquel entonces!) a diluciones 1:100
millones con penicilina cristalizada pura. En 1942, en plena Segunda Guerra
Mundial comienza la colaboracidn de britanicos y americanos para el obtencion
de penicilina en gran escala. Florey fue a los EE.UU y convenci6 a los grandes
Laboratorios farmacéuticos, Merck, Lederle, Pfizer a iniciar la fabricacion
industrial de penicilina. Pronto se sumd un consorcio de compafiias
farmacéuticas del Medio Oeste, Abbot, Lilly, Parke-Davis y Upjohn, las cuales
también empezaron a producir penicilina por fermentacion. Un hecho
importante que permitio hacer rentable el proceso de fabricacion fue el
descubrimiento realizado por A. J. Moyern del Northern Regional Research
Laboratory del Departamento de Agricultura de los EE UU, en Peoria (Illinois)
de que la adiciéon del liquido de maceracion del maiz (corn-steep liquor) al
medio de cultivo incrementaba el rendimiento de penicilina en mas del 1000%
(31).

En 1942 también se inicié un gran esfuerzo quimico encaminado a establecer
la estructura de la penicilina. El grupo de Wintersteiner en los Laboratorios
Squibb (New Jersey) y el de Sir Robert Robinson en Oxford cristalizaron la
penicilina y descubrieron, con sorpresa, que la penicilina britdnica era distinta
que la americana. Tras las primeras suspicacias (probablemente derivadas de la
situaciéon bélica) pronto comprobaron que las diferencias eran minimas y
afectaban a las cadenas laterales, lo que dependia del medio de cultivo en el que
crecia el hongo Penicillium. La penicilina americana resulté ser la
bencilpenicilina o llamada penicilina G por los americanos (penicilina II en la
denominacion britanica) y la britanica, la 2-pentenilpenicilina (penicilina I en la
denominacion inglesa, penicilina F en la americana). En 1945, gracias a los
trabajos de Dorothy Hodking en cristalografia de R-X y a la banda a 1780 cm’
en el espectro IR (en aquellas fechas la espectrometria IR estaba en sus
comienzos) se establecio la estructura tiazolidin f3-lactamica para el nicleo de la
penicilina (32). (Figuras 13 y 14)
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Figura 13, Carteles que se colocaban donde se construian fabricas de penicilina.

La penicilina no fue sintetizada hasta 1957 cuando Sheehan un Profesor de
Quimica del Massachussets Institute of Technology, anteriormente quimico de
la Compafifa Merck, y su colaborador Henery-Logan sintetizaron la
fenoximetilpenicilina, penicilina V, mas estable en medio &4cido y, por
consiguiente mejor absorbida en el tracto gastrointestinal (contrariamente a la
penicilina G, la V es activa por via oral). Fue durante el desarrollo de estos
trabajos que descubrieron que las carbodiimidas son excelentes agentes de
acoplamiento para la preparacion de amidas a partir de acidos y aminas lo que
permiti6 aplicarlas, con éxito, en la formacién del anillo B-lactamico, la etapa
sintética mas dificil no superada por ningiin grupo quimico hasta aquel entonces
(33). Con N, N’-diisopropil carbodiimida consiguieron rendimientos del 70% en
la ciclacion del ester N-tritil bencilico del tiazolidin aminoacido sefialado
(Figura 14-1). Del ester N-tritilbencilico obtuvieron el 4acido 6-
aminopenicilanico (6-APA) por detritilacion e hidrogenolisis del grupo bencilo
y posteriormente, por acilacién con cloruro de benzoilo, la penicilina V.
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Figura 14-1. Sintesis de la bencilpenicilina de Sheehan y Henery-Logan.

El aislamiento primero, y luego la semisintesis del 4cido 6-
aminopenicildnico a partir de la penicilina G condujo al descubrimiento de las
penicilinas semisintéticas mas estables (activas por via oral) y efectivas frente a
gérmenes productores de B-lactamasas (34,35). De hecho, la meticilina,
oxacilina, amoxicilina son ejemplos de nuevos firmacos que han surgido
solamente como resultado de la molécula original prototipo, la penicilina
(Figura 14-2).
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Figura 14-2. Acilacion del acido 6-aminopenicilanico.Penicilinas semisintéticas

Una de las consecuencias del descubrimiento de la penicilina fue una masiva
investigacién global de microorganismos productores de antibidticos que
todavia continfia. Enseguida se establecié el valor de los Actinomycetes como
productores de antibidticos cuando se aislé la estreptomicina de uno de ellos
(36). Despucés, en las décadas siguientes se fue desarrollando una lista completa
de antibioticos activos frente a gérmenes G (+) y G (-) y de amplio espectro que
todavia continga.
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Sobre la base de los conocimientos derivados de las relaciones estructura-
actividad, el conocimiento de los mecanismos de accién o de ambos, se
realizaron variaciones moleculares en las estructuras naturales que han
conducido a numerosos antibidticos y antifingicos utiles en clinica. Un
esqueleto inusual en la quimica de los antibi6ticos est presente en un grupo de
equinocandrinas, lipopéptidos que contienen un hexapéptido ciclico y una
cadena larga de 4cido graso. Uno de los ltimos agentes disponible, muy activo
frente a Candida albicans, ciclofungin, es un miembro de este grupo (37)

Hasta 1982 se habian aislado 4000 sustancias con poder antibidtico y se
habian sintetizado unos 30.000 derivados estructurales (38,39); de estos,
aproximadamente 100 se han usado o se usan actualmente en clinica. En 1995
se tenia razonable informacion sobre unas 10.000 sustancias con actividad
antibidtica (40).

Es interesante considerar que de tantos géneros de microorganismos
existentes en la Naturaleza solo algunos actinomicetos, eubacterias y algunos
hongos filamentosos producen antibidticos. De estos grupos, los actinomicetos
son los mayores productores de metabolitos habiendo producido unas 6.000
sustancias de las cuales 1.500 son antibidticos. Eubacteria ha producido del
Orden de 1000 compuestos casi todos polipéptidos (40) y aunque la relacién
suelo/esfuerzos de ensayo para descubrir nuevos antibidticos ha ido creciendo
gradualmente, los esfuerzos todavia continuan.

Mientras haya microorganismos patégenos (incluyendo aquellos que todavia
el hombre no ha descubierto) habra necesidad de nuevos antibiéticos y si estos
patégenos mantienen su inteligencia (es decir su habilidad para hacerse
resistentes) habra necesidad de antibidticos mejores y mas efectivos.

2.4 PRODUCTOS NATURALES DE ORIGEN MARINO

El interés por los organismos marinos como fuente de sustancias activas
sufrié un impulso importante a comienzos de la década de los 70 con el trabajo
de varios grupos de investigacion marina: Universidades de Hawai y Oklahoma
y el Instituto Scripps de Oceanografia de California (41,42). Comenzando con
el aislamiento de prostaglandinas de corales y siguiendo por otros derivados en
mamiferos estos grupos de investigacion han aislado y caracterizado en los
ultimos 30 afios miles de compuestos muchos de los cuales poseen importantes
actividades en wvarios sistemas biologicos. Algunas de las estructuras
completamente ifusuales constituyen verdaderos retos para los quimicos
organicos tanto desde el punto de vista de la determinacién estructural como de
su obtencién por sintesis siquiera esta sea puramente académica.

En este sentido cabe destacar ecteinascidina-743 (ET-743) desarrollada por
el grupo espafiol PharmaMar (Figura 14-3).
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Ecteinascidina-743

Figura 14,3.

Como consecuencia de un estudio sistematico de investigacion de
organismos marinos promovido por el Instituto Nacional de la Salud de los
EE.UU (National Institute of Health) Sigel y cols. describieron en 1969 que un
extracto alcoholico del tunicado Ecteinascidia turbinata (una especie de alga)
resulté ser activo frente a lineas tumorales de colon, rifion, mama, melanoma
etc. En 1966, por encargo de PharmaMar, Corey y su grupo publicaron la
primera y hasta el momento la unica sintesis total de ET-743. El proceso es
enantioselectivo, contiene unas 50 etapas y su rendimiento global es inferior al
0.5% (43). El mecanismo de accién no se conoce con exactitud. E1 ET-743 se
une a la doble hélice del DNA de forma reversible y selectiva alquilando el
grupo amino en el C; de la guanina del surco mayor causando la perturbacién
del DNA.

El desarrollo de este valioso antitumoral se realiza por PharmaMar que posee
la licencia exclusiva de la patente de uso y de la sintesis total. Ha superado las
fases I y II estando actualmente superando la fase III. La empresa, que espera
comercializarlo en el 2002, cultiva el alga en el Mediterraneo ( Mallorca,
Tunez) en una especie de bateas desde donde cuelgan cuerdas donde crece el
alga en forma de racimos. Equipos de buzos las recogen y el material, una vez
procesado y adecuadamente formulado, se envia a la red de hospitales donde se
realizan los ensayos clinicos.

Esta misma empresa tiene también la aplidina, en Fase 1. La aplidina es un
desipéptido ciclico aislado de tunicados del género Trididemnum. Esta misma
empresa tiene también otras moléculas antitumorales en diversas fases de
desarrollo como el Kahalalido F, el ES-285 y la tiocoralina.

46



La Naturaleza como Fuente de Medicamentos

En el campo del descubrimiento de nuevos medicamentos la originalidad de
las estructuras de los productos naturales marinos y sus potentes actividades
bioldgicas constituyen dominios de trabajo muy tentadores no solo cuando se
usan directamente como farmacos sino en la medida en que sus estructuras
pueden constituir prototipos para posteriores modificaciones.
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3. APROXIMACIONES MODERNAS AL DESCUBRIMENTO DE
MEDICAMENTOS.

NUEVAS TECNOLOGIAS EN EL DESCUBRIMIENTO DE FARMACOS.
APROXIMACIONES AL DISENO RACIONAL

El suefio dorado de farmacoquimicos y farmacélogos ha sido el de disefiar
farmacos a medida con una accion definida y especifica.

Los afios que siguieron a la II Guerra Mundial fueron testigos de un
incremento de desarrollos tecnoldgicos y cientificos que han ido creciendo
exponencialmente cada década. La disponibilidad de instrumentacién en
técnicas de separacion y caracterizacion (cromatografias, cromatografia liquida
de alto rendimiento, HPLC, espectroscopias de Resonancia Magnética Nuclear
(RMN), masas, etc condujo al desarrollo de aproximaciones sofisticadas y
avanzadas en el disefio de farmacos. El desarrollo espectacular de la Biologia
Molecular y de las técnicas de resolucion de estructuras tridimensionales de
macromoléculas (cristalografia de R-X, RMN multidimensional, etc), ha hecho
posible conocer el genoma de muchos seres vivos incluido el ser humano e
identificar numerosas proteinas (enzimas, receptores, canales idnicos) que
constituyen dianas (fargets) para el descubrimiento de nuevos farmacos. En
muchos casos no solo se conoce la secuencia de nucleétidos o de aminoéacidos
de la proteina sino que se ha podido elucidar su estructura y la de sus complejos
con ligandos. Todo un arsenal de nuevas metodologias con un importante
componente matematico y computacional hacen uso de esta informacion para
crear nuevos modelos tridimensionales de receptores y ligandos, estudiar sus
preferencias conformacionales, averiguar la naturaleza y magnitud de las
fuerzas interatémicas que gobiernan su interaccion y analizar el
comportamiento dindmico de cada molécula por separado y de sus respectivos
complejos.

Se conocen varios ejemplos de enzimas-diana frente a las que se han
desarrollado inhibidores especificos haciendo uso de aproximaciones racionales
basadas en la estructura de la diana. Las proteasas del virus de la
inmunodeficiencia humana (indinavir, saquinavir), la transcriptasa inversa
(efavirenz), la anhidrasa carbénica (dorzolamida), el isoenzima COX-2 de la
ciclooxigenasa (celecoxib, rofecoxib). Sobre la base de las nuevas dianas
terapéuticas que irdn emergiendo en la etapa postgendmica, la aplicacién de
estas aproximaciones proporcionara nuevos medicamentos especificos en las
proximas décadas.
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3.1 MODELIZACION MOLECULAR

3.1.1 RELACIONES ESTRUCTURA-ACTIVIDAD CUANTITATIVA
(QSAR)

En el disefio de un farmaco, un determinado nicleo puede ser modificado sin
que se conozca la biofase, la biomolécula o receptor bioldgico con el cual el
farmaco debe interactuar para producir un efecto. Las estructuras modificadas
se investigan para ver su actividad relativa. Sin embargo, los avances en
Biologia Molecular y las tecnologias relacionadas en afios recientes han hecho
posible aislar y caracterizar muchos bio receptores lo que nos permite tener un
modelo frente al cual poder disefiar una molécula potencialmente activa.

La estructura 3D de la biomolécula (receptor, enzima), cuando se conoce, se
puede usar para estudiar la interaccion entre el farmaco (ligando) y el receptor.
La clonacién de genes, el descubrimiento y uso de la cadena de reaccion de
polimerasa (Polimerasa Chain Reaction, PCR) para producir grandes
cantidades de un gen en corto espacio de tiempo y la expresion del gen para
producir la biomolécula deseada en las cantidades necesarias ha hecho posible
realizar interacciones especificas ligando-receptor en el Laboratorio. Los
métodos basados en el conocimiento de la estructura del receptor han adquirido
una gran importancia en la investigacion de farmacos y su aplicacion se ve
sustentada por el aumento exponencial de proteinas-diana que han sido
caracterizadas experimentalmente y por el perfeccionamiento progresivo de los
métodos de modelizacidn y prediccidn de estructuras secundaria y terciaria. De
otra parte el desarrollo espectacular de la Quimica combinatoria ha permitido
disponer de miles de productos a partir de los cuales se pueden generar nuevos
prototipos o cabezas de serie.

Estas dos aproximaciones, en principio tan dispares, convergen cuando se
disefia una libreria combinatoria especifica para introducir diversidad en una
parte concreta de la molécula sobre la base de la estructura de un complejo
ligando-receptor.

Una aproximacion experimental que ha demostrado ser muy 1til para
identificar posibles ligandos presentes en una mezcla con afinidad por una
determinada proteina es el método 1lamado SAR/RMN (Relaciones Estructura-
Actividad por Resonancia Magnética Nuclear). La union de la molécula a un
sitio del receptor se puede detectar mediante los desplazamientos quimicos de
las sefiales de los protones de algunos de los enlaces amida de la proteina
marcada con °N. En la etapa siguiente, se satura la proteina con uno de los
ligandos que muestren afinidad por este sitio y se pasa otra libreria de
compuestos en busca de ligandos que muestren afinidad por otro sitio cercano.
Si esta segunda etapa tiene también éxito, ambos ligandos se combinan a través
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de un espaciador o /inker para conseguir un ligando mejorado. De este modo se
ha llegado a construir ligandos con afinidades en el intervalo nanomolar en
tiempos relativamente cortos. Esta aproximacién tan atractiva cuenta con
algunos inconvenientes como el de requerir al menos 200 mg de proteina muy
pura, soluble, estable y con un peso molecular inferior a los 40 kDa.

Otra posibilidad que cabe tener en consideracién es la resolver, mediante
difraccion de rayos X, la estructura de la proteina en presencia de distintos
disolventes, como acetonitrilo, etanol, isopropanol, dimetilformamida, etc. La
comparacion de los mapas de densidad electronica permite localizar con relativa
facilidad las moléculas de estos disolventes en determinados bolsillos (pockets)
de la proteina, lo que puede ayudar en la identificacion de sitios de unién de
ligandos que contengan los mismos grupos funcionales.

La alternativa a los métodos experimentales como los previamente
mencionados, se encuentra en los métodos tedricos que buscan conseguir estos
objetivos con las ayudas de ordenadores y programas informaticos. Como las
moléculas utilizadas no han tenido que ser sintetizadas previamente se habla de
colecciones de moléculas virtuales, de cribado, o tamizado, o barrido
(screening) in silico o cribado virtual. Este Gltimo permite economizar los
recursos al disminuir el nimero de candidatos que se piensa que es necesario
sintetizar aunque hay que admitir cierto nimero de falsos positivos y negativos.
Estas metodologias conocidas como disefio ayudado por ordenador, (Computer-
Aided Drug Design, CADD o Computer-Aided Molecular Design, CAMD) ha
sido extensivamente revisadas (44,45).

En los afios comprendidos entre 1950 y 1980 hubo un importante esfuerzo
en establecer las relaciones cualitativas y cuantitativas entre estructura quimica
y actividad bioldgica. Este esfuerzo fue aplicado principalmente a series
homoélogas o iséstéricas de compuestos relacionados que poseyeran una
actividad biolégica particular. Realmente, el QSAR fue primeramente descrito
por Crum-Brown y Frazier (46) por la siguiente ecuacién ¢=f (C) donde ¢
actividad fisiologica es una funcién de la estructura del compuesto bioactivo, C.
Varias décadas después, Meyer y Overton, independientemente, describen la
relacidn de la estructura de una serie homéloga de compuestos y su solubilidad
en los lipidos (coeficiente de particion aceite/agua) con su actividad bioldgica y
encuentran que la lipofilia de un compuesto, que se cuantifica como log p es un
importante factor de disefio ya que estd relacionada con los procesos de
absorcion y penetracion en el SNC. De todos los diferentes aceites y solventes
organicos insolubles en agua utilizados para determinar el coeficiente de
particion, el #-octanol es el que mejor mimetiza la polaridad de las lipoproteinas
de las membranas celulares. Fl sistema n-octanol/agua se ha considerado como
de referencia para la medida de los coeficientes de particion. Actualmente, las
medidas de lipofilia de series de compuestos se realizan en cromatografia

51



Medicamentos. Pasado, Presente, Futuro

liquida de alta resolucion de fase reversa. En afios posteriores se agregaron otros
pardmetros fisico-quimicos para conseguir una mejor correlaciéon con la
actividad bioldgica hasta que a, comienzos de la década de los 60, Hansch y
Fujita (47) introducen lo que llegd a ser conocido como analisis de Hansch. En
esta aproximacién, diferentes propiedades fisico-quimicas del farmaco se
afiaden linealmente a sus valores de lipofilia basados en su coeficiente de
particion aceite/agua y el valor combinado asi deducido se correlaciona con su
actividad bioldgica. Generalmente las relaciones de Hansch toman la forma

Log 1/C=-log C =pC
Log (1/C)=an+bn’+co+dEs+e

Donde C representa la concentracion necesaria para obtener una respuesta
biolégica o toxica (CIM, concentracion inhibitoria minima; DEs, dosis eficaz
50 o DLsy, dosis letal 50; p es el parametro de Hansch definido por la expresiéon

Log(Px/PH)=n

en la que Py es el coeficiente de reparto del compuesto sin sustituyente y Px
es el de la sustancia con el sustituyente X. El comportamiento electrénico de los
sustituyentes se cuantifica por el pardmetro de Hammet (1930) mediante la
relacion

log (Kx/Kn)= po

donde Ky y Kx representan las constantes de equilibrio (o de velocidad) de
cualquier reacciéon quimica en ausencia o presencia del sustituyente X vy,
finalmente Es es el parametro estérico de Taft que se define por la relacion

Log(Kx/Kn)=Es

Donde Kx y Ky representan constantes de velocidad de hidrdlisis de
determinados esteres sustituidos (Kx) y no sustituidos (Ky).

Otra aproximacion también presentada en el mismo afio por Free y Wilson
(1964) (48) incluye valores de relativa lipofilia en funcién de grupos
sustituyentes en posiciones particulares de la molécula.

En la obra de Silippo y Vittoria (49) se encuentra una coleccién monumental
de datos de aproximadamente 17.000 pardmetros aplicados a 3.000
sustituyentes. Kubinyi, recientemente ha revisado varios aspectos del QSAR
(50). A pesar del enorme esfuerzo en esta area durante los ultimos 30-40 afios, a
la fecha de hoy, hay solamente aproximaciones (y muchas ilusiones) cuando se
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pretende realmente predecir la actividad biolégica en base a una estructura
hipotética y luego se la prepara por sintesis.

El ejercicio de QSAR ha puesto énfasis nuevamente en la importancia de
ciertas caracteristicas de una molécula activa tal como la lipofilia. El caso de log
p es significativo. Compuestos con log p préximo a 2 penetran en el SNC
(anestésico halotane, log p=2.30; log p en torno a 2, barbituricos) y compuestos
con log p alejado de 2 no penetran en el SNC. Un ejemplo ilustrativo lo
constituye el cardioténico sulmazol. Inicialmente el candidato era el dimetoxi
derivado con log p=2.59. En los ensayos clinicos producia alteracién del SNC
como efecto secundario. La sustitucién de un metoxilo por metil sulfinil de
tamafio similar y menor lipofilia (log p =1.17) hizo desaparecer este efecto
colateral.

H,CO H;CO

NS N /O A N\
| A0 S~cH, | N O~ch
N
N N H

H

Sulmazol

Los ejemplos de éxitos de QSAR se refieren principalmente a la prediccién
de propiedades fisico-quimicas en funcién de los sustituyentes y, por
consiguiente, a la optimizacion de tales sustituyentes en una estructura con una
actividad biolégica determinada. Por lo demas, aunque la aproximacién QSAR
no ha producido ningiin nuevo firmaco no cabe duda que ha mantenido
entretenidos a un montén de expertos en los ltimos quince afios.

3.1.2 DISENO DE FARMACOS ASISTIDO POR ORDENADOR

Durante los primeros 60 afios del siglo pasado, el disefio de farmacos
significaba el aislamiento de moléculas naturales bioactivas bajo la guia de
ensayos biologicos adecuados. Los compuestos aislados, o sus anilogos
sintéticos, eran ensayados para una actividad particular al objeto de conseguir el
compuesto mas activo o para un amplio espectro de actividades al objeto de
detectar alguna bioactividad de los compuestos a ensayar. En 1995, el ejercicio
total del proceso de descubrimiento y desarrollo de un farmaco desde los
estudios farmacoldgicos iniciales hasta la puesta en el mercado pasando por los
estudios clinicos llevaria 10-12 afios con un costo de unos 350 millones de
dolares. El esfuerzo total comprenderia varias etapas incluyendo

e Aislamiento o sintesis

e Estudios farmacoldgicos
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e Estudios de toxicidad aguda, subaguda y crénica en varias especies
animales

e Estudios de absorcién, distribucién metabolismo y excrecién (ADME)
e Fases clinicas I, II, III

Solamente después de severas evaluaciones de los datos de los diferentes
estadios seria posible la autorizacién de la comercializacién del farmaco por las
autoridades sanitarias (ver Apartado 5, pagina 137)

La magnitud de los costos se aprecia mejor si se tiene en cuenta que de
decenas de cientos de compuestos sintetizados y ensayados solo se consigue que
una docena aproximadamente de moléculas activas. De estas, solo algunas
sobreviven los estudios de toxicidad en animales y de las que pasan a estudios
clinicos puede ocurrir que solo una (o ninguna) alcance el mercado a
consecuencia de efectos secundarios inaceptables. Un camino para reducir los
costos globales serfa incrementar el niimero de moléculas activas antes de
embarcarse en la etapa de desarrollo y es aqui donde surge la necesidad de
aproximaciones mas racionales al disefio de fiarmacos y la justificacion del
modelado molecular. Desde un simple ejercicio académico en algunas
Universidades durante los comienzos de los afios 80, el disefio asistido por
ordenador se extendié rapidamente hacia el final de la década. Las razones
principales de esta rapida propagacion radican en el progreso exponencial de la
Biologia Molecular y de la tecnologia de los computadores asi como el rapido
descenso en los costes de hardwares y softwares. La disponibilidad de
softwares de excelente calidad para computadores gréaficos hizo mucho mas
facil la visualizacion de las interacciones 3D entre una molécula de un farmaco
y una biomolécula.

3.1.2.1 GRAFICOS MOLECULARES.

En principio, el disefio racional de fArmacos se inicia del conocimiento de la
arquitectura molecular de los componentes de la célula en el tejido u érgano
implicado en la enfermedad sea un receptor de membrana (proteina), un enzima,
un canal i6nico o bien un receptor soluble citoplasmatico.

Los computadores graficos nos permiten proyectar en la pantalla del
ordenador dibujos tridimensionales de la interaccién entre la diana y el
compuesto en estudio. Se puede ahora visualizar una interaccién 3-D entre el
compuesto candidato o prototipo y la biomolécula y se pueden determinar las
caracteristicas estructurales requeridas para una interaccién O6ptima y
termodindmicamente estable de entre todas las posibles alternativas
conformacionales para cada compuesto y, después, para los compuestos
ensayados.
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Por tamizado computacional de un amplio niimero de compuestos naturales
y sintéticos es posible identificar uno o mas compuestos prototipo o cabeza de
serie. Después, los datos de los ensayos biolégicos se analizan estadisticamente
y se correlacionan con las caracteristicas estructurales para llegar a un modelo
QSAR con la ayuda de los graficos moleculares y las técnicas computacionales.
Con la ayuda de este modelo se sintetizan un amplio nimero de grupos de
compuestos activos. El candidato (o candidatos) para estudios de toxicidad se
puede entonces seleccionar desde esta mayor amplia gama de compuestos
bioactivos.

Bésicamente, en los graficos computacionales se dibuja la imagen de la
molécula por conversién de las coordenadas atémicas en las correspondientes
coordenadas de pantalla y luego se conectan los atomos con lineas para
representar los enlaces. La iluminacién variable de la pantalla da la percepcion
de la situacién de atomos y grupos de la molécula mas cercanos y mas lejanos.
La molécula aparece en la pantalla moviéndose en el espacio tal como
realmente es en la realidad. Las macromoléculas tal como receptores y enzimas
se muestran en la pantalla como diagramas en forma de cintas que reflejan la
columna de aminoacidos y proporcionan una facil visualizacién de la estructura
secundaria y terciaria de las proteinas. Existen softwares comerciales que
permiten visualizar en pantalla las estructuras moleculares, (Anexo. Figuras 1,
2,3).

Las técnicas de la quimica computacional conllevan el agrupamiento en
varias maneras diferentes de las propiedades moleculares tales como energias
conformacionales, densidad electrénica, volumen y forma moleculares, tension
y torsion de enlaces, interacciones de van der Waals, etc, etc. Una de las
primeras aproximaciones es la mecanica molecular en la cual decenas de miles
de 4atomos en varias moléculas se pueden, radpidamente, simular en un
ordenador. Sin embargo, un inconveniente de la mecéanica molecular es que se
concreta al nucleo y no puede obtener informacion de las densidades
electronicas en torno a los atomos. Para proporcionar una valoracién del
ambiente electronico de los 4tomos en una molécula, que es una medida del
potencial de interaccion con otra molécula, p.ej. una biomolécula, se recurre a la
quimica cuéntica. Sin embargo, estos céalculos estin basados en resolver la
ecuacion de onda de Schroedinger para cada uno de los dtomos de la molécula.
Esto es virtualmente imposible hacerlo ya que 1a soluciéon de esta ecuacidn
incluso para el mas pequefio de los atomos (el hidrégeno) es una tarea
monumental a pesar del uso de las aproximaciones de Born-Oppenheimer. Se
han introducido aproximaciones adicionales que han derivado en el desarrollo
de métodos semiempiricos tal como MNDO (Modified Configuration of
Differential Overlap Orbitals) y PCILO (Perturbation Configuration
Interaction Using Localized Orbitals).
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En relacién con el disefio de farmacos se pueden computar varias
propiedades moleculares. 1). El mas alto y el mas bajo orbital molecular
ocupado (HOMO y LUMO) que determinan los potenciales nucleofilicos y
electrofilicos de la molécula. 2). Las densidades electronicas alrededor de los
nucleos atdmicos. 3). Parametros termodinamicos tales como calor de
formacion, entropias, energias libre de solvatacion.

De una libreria de moléculas estudiadas computacionalmente sobre la base
de unas determinadas propiedades moleculares se pueden entonces seleccionar
aquellas moléculas que muestren las mayores posibilidades para unirse a una
biomolécula.

El analisis conformacional de un farmaco potencial es necesario para
alcanzar una conformacién con la mas baja energia y por consiguiente con la
forma mas estable en solucién. Sin embargo, esta tarea también llega a ser
monumental si se considera que una molécula pequefia con solo tres enlaces
rotacionales necesitaria 1728 operaciones de minimizacién para un incremento
de rotacion de 30° y una con diez enlaces aproximadamente 2 billones de
operaciones (51). No es dificil darse cuenta que, incluso con los computadores
actuales, un andlisis conformacional total de una molécula de tamafio medio es
practicamente imposible en tiempo real.

3.1.2.3 DINAMICA MOLECULAR. DOCKING

La dindmica molecular ha sido propuesta como una alternativa a los calculos
de energia conformacional (51). Se usa un computador para resolver la formula
de Newton [Fuerza=masa x aceleracion] para cada 4tomo en la molécula que
aparece moviéndose en la pantalla. De estos datos se puede seleccionar un
grupo de conformaciones de baja energia para docking visual con la
biomolécula. El docking (del inglés dock, atracar) de los compuestos ensayados
con la biomolécula diana se realiza con la ayuda de algoritmos (52,56). Existen
programas como el DIVALI (Docking with Evolutionary Algorithms) que
permite buscar posibles modos de unién de un ligando, con varias
conformaciones flexibles, a una biomolécula sin tener que ajustar ningun
parametro o el programa de Glukote (56) en el cual se visualiza la interaccién
entre biomoléculas (p.ej péptidos) y ligandos ambos con conformaciones
flexibles. Otros programas como el DOCK y el CAVITY ayudan a identificar
cavidades o regiones de la biomolécula donde los ligandos ajusten mejor (57).

Es muy dificil disefiar un ligando efectivo para una biomolécula diana
terapéutica; primero porque la estructura 3D, (en el caso de que se conozca)
que se proyecta en la pantalla del ordenador no necesariamente nos dice algo
acerca del sitio activo de unidn con el ligando. Ni es posible predecir si hay
mas de un sitio activo. Ademas, cualquier sitio alostérico capaz de inducir
cambios conformacionales en la biomolécula no puede ser determinado a
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priori. Por tltimo, el ligando induce cambios en la conformacién de la
molécula como ha sido claramente demostrado en la unién de la proteasa del
VIH con inhibidores tipo indinavir etc (58,60). El docking molecular ha sido
revisado por Schoichet y Kuntz (59).

3.1.2.4 DISENO DE LIGANDOS

La importancia de desarrollar bases de datos tridimensionales para generar
librerias de moléculas a partir de las cuales se puedan seleccionar farmacos
candidatos potenciales para estudiar su docking con biomoléculas conocidas o
hipotéticas es obvia. Algunas bases han sido desarrolladas. Las bases de datos
estructurales de Cambrigde (Cambridge Structural Database, CSD) contiene
90.000 moléculas pequefias. E1 Brookhaven Protein Database, BPD, contiene
la estructura cristalina de las coordenadas de macromoléculas y proteinas. Un
programa de bases de datos del Chemical Abstracts con mas de 700.000
entradas es el CONCORD. El fragmento estructural criticamente esencial
necesario para producir una respuesta cuando se une al receptor es el
farmacéforo. El barrido sistematico de farmacoforos y su combinaciéon con
otros elementos estructurales puede conducir a nuevas moléculas activas (61).

Un programa llamado MOLPAT ha sido desarrollado para investigar
moléculas que combinan datos tridimensionales de farmacéforos. Es bastante
dificil de manejar por lo que se han hecho diversas modificaciones como el
CAVEAT-ALADIN (de Laboratorios Abbott), el UNITY-3D etc.

Mediante otro algoritmo se ha generado LUDI donde los fragmentos del
ligando se identifican en base a sus caracteristicas lipofilicas y puentes de
hidrogeno. Este método investigado en dehidrofolato reductasa y tripsina
produjo fragmentos los cuales se alinearon favorablemente con sus respectivos
inhibidores metrotexato y benzamidina (62).

Por una diferente aproximacion usando el MonteCarlo De Novo Liquid
Generator (MCDNLG) una cavidad de un sitio activo revelada por RNM o R-X
se llena con paquetes de atomos dispuestos al azar cada uno de ellos
identificado por el tipo de elemento, hibridacion y nimero de hidrogenos en el
paquete; también se incluyen varios pardmetros electronicos y estéricos. En
varios miles de etapas de un programa MonteCarlo se puede obtener un ligando.
Cuando se probd en dehidrofolato reductasa, timidilato sintetasa y proteasa del
VIH-1, el MonteCarlo produjo compuestos préximos a los conocidos
inhibidores de estos enzimas (63).

Si la estructura cristalina de una biomolécula diana no es conocida pero si lo
es la de una proteina estrechamente relacionada es posible construir una
estructura modelo de la biomolécula en cuestion. Varios receptores acoplados a
proteinas G han sido construidos sobre la base de su homologia con la
rodopsina bacteriana (64a, 65).
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También, la estructura de la renina humana (66) y la de la proteasa de VIH
(66b) se construyeron en base a la estructura cristalina de sus homologos las
aspartil proteinasas (proteinasas de aspartico). Los modelos construidos se
someten entonces a docking con farmacéforos o fragmentos moleculares de
librerias quimicas. A medida que se vaya avanzando en la identificacion y
caracterizacion de nuevas biomoléculas el juego del docking ird adquiriendo
progresivamente mayor expansion (ver Anexo. Figuras 1, 2, 3).

3.1.2.53D QSAR COMFA

Una vez disefiado el farmac6foro y el mapa del receptor se dispone de una
representacion cualitativa de los requerimientos tridimensionales que debe
poseer un ligando para desarrollar una determinada actividad farmacolédgica.
Esta informacion se puede someter a un tratamiento computarizado, el cuali
mediante el andlisis de las relaciones estructura/actividad nos permite establecer
cuantitativamente los requerimientos tridimensionales de los compuestos en
estudio para el desarrolio de la actividad biolégica. Este analisis computarizado
es lo que se denomina 3D-QSAR.

El programa que se usa con mas frecuencia en metodologias 3D-QSAR es el
denominado CoMFA (Comparative Molecular Field Analysis). Un estudio
CoMFA comienza con la modelizacién del farmacoforo, estableciendo la
conformacion bioactiva de cada molécula y las formas de superposicion de las
mismas para llegar al mapa del receptor y a la optimizacion del farmacoéforo.
Una vez que las moléculas han sido convenientemente alineadas, el analisis
CoMFA calcula los campos electrostaticos y estéricos que rodean a cada
molécula y su representacion tridimensional (3D-Contour plots) de las regiones
del espacio en las que las variaciones de los campos electrostaticos y estéricos
contribuyen a aumentar o disminuir la potencia de la actividad bioldgica. Las
contribuciones estéricas se representan separadamente de las electrostaticas y
sus contribuciones positivas o negativas y la intensidad de las mismas puede
mostrarse en codigos de colores que facilitan su interpretacion.

En el anexo (Figura 4) se muestra un mapa 3D-QSAR CoMFA. El analisis
CoMFA identificé las interacciones estéricas, lipofilicas y electrostaticas mas
significativas implicadas en la unién a receptores de serotonina (5-HT,,) y de
dopamina (D,) y la selectividad 5-HT;4/D,. En este trabajos los resultados de
CoMFA fueron consistentes con el estudio de docking en un modelo de receptor
5-HT ;4 construido por técnicas de modelizacion molecular (67).

Debido a que los modelos CoMFA son representaciones de las relaciones
cuantitativas estructura/actividad (QSAR) pueden usarse para predecir la
potencia de la actividad bioldgica de nuevos compuestos no usados en la
obtencion del modelo. Si estos compuestos se preparan posteriormente y se
ensayan, el grado de coincidencia entre la potencia prevista y la calculada es
una medida de la validez del modelo CoMFA.
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3.2 QUIMICA COMBINATORIA

La industria farmacéutica tiene un continuado y obligado compromiso para
descubrir, desarrollar y comercializar nuevas medicinas. A lo largo de los afios
la innovacién en nuevas terapéuticas con fiarmacos ha llegado a ser mas
compleja, mas larga en el tiempo y mas costosa. Por ejemplo, el descubrimiento
y desarrollo de un nuevo medicamento requiere, en promedio, la preparacién y
evaluacion de aproximadamente 10.000 compuestos en un periodo de 12 afios
con un costo de 500 millones de ddlares.

Estos hechos unidos a un incremento de la competitividad entre empresas y a
las regulaciones de los gobiernos han generado la necesidad de estrategias mas
aceleradas y eficientes en el descubrimiento de farmacos. Consiguientemente, la
sintesis de compuestos para generacion de nuevos prototipos y para su posterior
optimizacion (lead generation and lead optimization) ha llegado a ser una etapa
limitante en el volumen y en el esfuerzo de I+D de firmacos. Esta necesidad de
amplias librerias quimicas ha motivado el desarrollo de métodos sintéticos de
alta produccion (sintesis en fase solida, sintesis combinatoria).

Los progresos recientes en la elucidacion de los mecanismos bioldgicos que
determinan alteraciones patologicas ha incrementado dramaticamente el nimero
de dianas o targets disponibles para ensayo. Al mismo tiempo nuevas
aproximaciones han incrementado el nimero de compuestos que pueden ser
investigados frente a estas dianas. Con la llegada de la robdtica y con la
miniaturizacion de los métodos de ensayo in vitro ha llegado a ser posible
ensayar cientos de moléculas frente a un amplio nimero de dianas bioldgicas.
Este cribado (screening) de alta productividad, o de alta produccion, o de alta
eficacia (High-Throughput Screening, HTS ) se aplica a modelos in vitro:
ensayos de fijacion a radioligandos, medidas de inhibicion enzimética, cultivos
celulares, etc. Asi es posible ensayar cientos de moléculas frente a 30-50 dianas
biolégicas diferentes. Puede estimarse de este modo que mientras los métodos
tradicionales empleados hasta hace pocos afios basados en la quimica
tradicional y los ensayos biologicos clasicos realizados en su mayoria in vivo
examinaban alrededor de 1-10 compuestos al dia con el screening de alta
produccion es posible el ensayo in vitro de varios cientos de moléculas al dia.

In vivo 1-10 compuestos/dia
Invitro +10 compuestos/dia
HTS varios cientos de compuestos/dia

La necesidad de grandes bibliotecas quimicas ha dado origen a los métodos
de sintesis de alta eficacia y quimica combinatoria. Una biblioteca combinatoria
se genera mediante la construccidn completa y sistemitica de elementos
estructurales o constitutivos (building blocks). Estos elementos representan una
variedad de componentes o fragmentos reactivos que van a ser incorporados en

59



Medicamentos. Pasado, Presente, Futuro

las moléculas finales. Por ejemplo, en el caso de las benzodiazepinas se pueden
imaginar cinco elementos constitutivos responsables de los cinco o mas posibles
sitios de variacion donde se puede introducir diversidad en el nucleo de la
benzodiazepina. Si cada uno de estos elementos pudiera tener dos posibles
estructuras, el nimero de compuestos posibles seria de 32 y este se incrementa
draméticamente con el aumento del nimero de bloques (Figura 15).

R?
‘o]
}\j ) Elementos estructurales/etapa Comptos. potenciales
R
R® 3 2 2°=32
R 5
—N 10 10° = 100.000
20 5 .
R4 20" = 3.2 millones

Figura 15. La diversidad potencial en moléculas peqﬁeﬁas

Las colecciones de compuestos que se han generado a lo largo de afios en los
laboratorios universitarios y en las compafiias farmacéuticas son de utilidad
tanto en la busqueda de nuevos prototipos o cabezas de serie (hits, leads) como
en la optimizacién de las relaciones estructura/actividad. La busqueda de
cabezas de serie mediante ensayos masivos sobre bibliotecas quimicas puede
generar una variedad interesante de prototipos. Las colecciones farmacéuticas se
componen de entre 50.000 a 500.000 compuestos lo que solo representa una
pequefia fraccién de la diversidad potencial de estructuras. De ahi que las
aproximaciones sintéticas de novo usando los métodos de sintesis de alta
eficacia y los principios de la quimica combinatoria pueden proporcionar una
mayor y mas uniforme fuente de diversidad para la basqueda de un prototipo.
Por otra parte, la optimizacion de estos prototipos requiere sintesis dirigidas y
enfocadas sobre ciertas variaciones estructurales concretas y asi, con frecuencia
se disefia una variedad de modificaciones configuracionales y electrénicas
dentro de una determinada estructura patron (template) para generar docenas o
centenares de derivados. Ello facilita la eficiente optimizacion de las relaciones
estructura/actividad mediante modificaciones concretas, paso a paso, de
posiciones o de elementos estructurales. En resumen, estas metodologias
derivadas de la sintesis sobre soporte sélido pueden aplicarse tanto al
descubrimiento de prototipos como a la mejora de su actividad bioldgica
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Descubrimiento de Identificacion de
e objetivos farmacologicos

/ prototipos
i Quimica Combinaton'al U/
\ Optimizacion de I

X —> | Seleccioén de
prototipos candidatos a farmacos

La Quimica Orgéanica ha evolucionado en los tltimos cincuenta afios a un
grado de elevada sofisticacién en la cual moléculas de la mas variada y
compleja estructura pueden ahora prepararse en la mesa de un laboratorio
usando material de vidrio y reactivos. Los reactivos y los solventes se mezclan
en un reactor cuya temperatura puede ser controlada. Las reacciones se
monitorizan empleando alguna técnica analitica y una vez que se da por
terminada se elabora la mezcla de reaccion. El proceso termina con una etapa de
purificacién por cristalizacion, destilacién, cromatografias, etc. Este es, en
esquema, la estrategia que se sigue en Quimica Organica o en Quimica
Farmacéutica para la preparacion de productos cuya actividad terapéutica se
quiere investigar. Estos métodos quimicos tradicionales estin dejando paso a
nuevos métodos mas rapidos y mas eficaces que posibiliten la obtencion de
grandes librerias de compuestos en espacios breves de tiempo. La explotacion
de los métodos de sintesis en fase solida, procesos en paralelo, automatizacion y
tratamiento de las mezclas de compuestos ha hecho posible la sintesis y
evaluacién de grandes colecciones de compuestos (por ejemplo 100.000) en
cortos espacios de tiempo.

3.2.1 PRINCIPIOS BASICOS

B. Merrifield (1963) fue el primero en proponer una estrategia alternativa
para la preparacion de compuestos organicos. El concepto de Merrifield se basa
en la idea de llevar a cabo la misma quimica que se hace en solucién pero
introduciendo la particularidad de que una de las funciones de la molécula que
se quiere preparar estd unida a un soporte s6lido. Esta unién se materializa
mediante el uso de un grupo protector bifuncional (handle o linker) y asi, por un
lado se protege de forma semipermanente una de las funciones organicas
reactivas y, por otro, se une a través de un enlace permanente al soporte sélido.
Merrifield empleaba poliestireno clorometilado conteniendo aminoacidos N
protegidos (68), (Figura 16).
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molécula a modificar

% I
\”)\/NH Boc
o]

Figura 16. Fundamento de la sintesis en fase sélida de Merrifield.

Las grandes ventajas de la quimica en fase sélida son:
e No se aislan los intermedios.

® Los excesos de reactivos y los productos secundarios solubles se pueden
eliminar ficilmente mediante filtracion y lavado del soporte sélido.

e Las reacciones se pueden llevar a cabo de forma cuantitativa gracias a la
posibilidad de utilizar excesos de reactivos.

e El proceso se puede paralelizar y automatizar.

Poco a poco se fueron perfeccionando los sintetizadores comerciales
automatizados para sintesis de péptidos hasta el punto de que se han podido
preparar bibliotecas de miles de ellos.

El desarrollo de la sintesis de péptidos en fase solida ha permitido que
muchos de ellos se hayan ensayado como nuevos farmacos o que se hayan
empleado como herramientas utiles para el descubrimiento de nuevos procesos
bioldgicos que, a su vez, han conducido a otros farmacos no peptidicos. A pesar
de las indudables ventajas de esta estrategia los quimicos organicos no han
prestado demasiada atencion a la sintesis en fase solida. No es hasta 1992 que
con la aparicién del articulo de Bunin y Ellman (69) donde se describe la
preparacidn en fase sélida de una biblioteca de benzodiazepinas, que se inicia la
explosion de la Quimica combinatoria la cual a partir de ese afio, se extendid
literalmete como un fuego salvaje. A partir de este momento, la Quimica
Orgénica ha sufrido una verdadera revolucion ya que se ha apropiado de las
técnicas puestas a punto en el desarrollo de sintesis de péptidos y
oligonucledtidos en fase sélida para la preparacién de moléculas pequefias
empleando estas tecnologias. Junto con los métodos sintéticos, se han
desarrollado nuevos métodos analiticos y de purificacion que darin respuesta a
los retos que se van a presentar en la era post gendmica.

La esencia de la Quimica combinatoria (sintesis combinatoria) es la capacidad
para generar amplias series de compuestos quimicos muy rapidamente. En su
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primera amplia revision Gallop (70) define la Quimica combinatoria como la
conexién covalente sistematica y repetitiva de un conjunto de diferentes
elementos o bloques estructurales (building blocks) para producir series o
colecciones de entidades moleculares diversas. En la Quimica Orgénica clésica u
ortodoxa un compuesto A reacciona con B para dar un tnico compuesto AB que
se aisla de la mezcla de reaccion y se purifica. Sin embargo, la Quimica
combinatoria ofrece la potencialidad de hacer todas las combinaciones de los
compuestos A' a A' con compuestos B' a BY (Figura. 17).

A1 1
A2 B2
A3 B3
B4
ﬁg RS Al-10g1-10
A+B ——= AB A6 B6
A7 B7
A8 B8
A9 B9
A10 B10

Figura 17. Contraste entre la Quimica clasica y la combinatoria. AB, un compuesto;
A% B"1%=100 compuestos diferentes.

La gama de modalidades de técnicas combinatorias es diversa y estos
productos se pueden preparar bien individualmente (en paralelo) o bien, en
mezclas, usando técnicas en fase sélida o en solucion. Cualquiera que sea la
técnica usada el comin denominador es que la productividad ha sido
enormemente ampliada, amplificada mas alla de los niveles habituales que la
Quimica Orgénica ha sido capaz de alcanzar en los mas de 100 afios de
existencia .
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QUIMICA COMBINATORIA
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En solucién l

En soporte solido
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Compuestos individuales Mezclas de composicion
Sintesis en paralelo definida

Sintesis sobre soporte sélido.

Se utilizan gran variedad de soportes, siendo el mas comin la resina de
poliestireno entrecruzada (cross-linked) . La resina de Wang lleva un fragmento
de alcohol 4-(benziloxi) benzilico unido a un polimero de este tipo. En la figura
18 se ilustra un esquema de reaccién en fase sélida y las modalidades de
separacion o despegue (faking off) del soporte. Los elementos estructurales se
adicionan uno a uno al soporte solido (que puede estar contenido en una
columna de cromatografia) quedando unidos covalentemente a dicho soporte. El

despegue del soporte se hace por ciclacién intramolecular, por hidrélisis o por
desplazamiento nucleofilico.
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Sop. sol.

Ruptura 1 Ruptura 2 Ruptura 3

Ciclacion intramolecular Desplazamiento nucleofilico Hidrdlisis

Figura 18. Sintesis sobre soporte solido.

MEZCLAS COMBINATORIAS

Se trata de generar intencionadamente mezclas controladas de productos. La
mayoria de los métodos usados para generar mezclas combinatorias emplean
estrategias de sintesis en fase solida. Una de las metodologias mas utilizadas es
la descrita por Furka y colaboradores (71, 72) como mezcla y divisién o juntary
dividir (pool and split, mix and split, couple and recombine) que se esquematiza
en la figura 19. Segin esta metodologia las diferentes reactivos unidos a la
resina (A, B, C) se mezclan y después de separar alicuotas iguales de esta
mezcla se hacen reaccionar a continuacién con otros reactivos X, Y, Z). Se
forman asi nuevos lotes y el proceso puede detenerse ahi o continuar hasta
conseguir una libreria de productos del tamafio deseado. A continuacién se
separa la resina y los productos se evaluan biolégicamente desechando las
mezclas de compuestos poco activos o inactivos y aislando e identificando los
compuestos de las mezclas que han resultado activas. El compuesto que resulte
mas activo se prepara después por sintesis convencional. La evaluacion
biologica puede hacerse también con la resina incorporada (Figura 19).
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Figura. 19. Generacién de mezclas combinatoriales por la modalidad mezcla y divisién.
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Las resinas TentaGel (PS-PEG) estan formadas por un niicleo de poliestireno
con brazos de polietilénglicol. Es un material reciente cuya ventaja es que el
reactivo se proyecta en la soluciéon en lugar de estar firmemente unido a la
resina. El uso de las resinas TentaGel asegura una reactividad parecida a la
observada en sintesis en solucion (73) y son apropiadas para ensayos biolégicos
que se realicen con los compuestos finales todavia anclados a la resina (74)

Una parte esencial de la metodologia en Quimica combinatoria es el analisis
de las mezclas. Se han usado varios métodos espectroscépicos de los cuales el
mas comuin es la RMN aunque la presencia del soporte sélido puede interferir
con las sefiales. Sin embargo, la aplicacion de >*C-NMR en compuestos unidos
a resinas TentaGel da buenos resultados. También, la muestra puede despegarse
de la resina y, entonces aplicar la cromatografia de gases de alta resolucion
(HPLC) e identificar los picos obtenidos mediante espectrometria de masas en
sus diversas modalidades.

3.2.2. CODIFICACION

Las mezclas combinatorias generadas por uniones no ldbiles al soporte
solido estdn compuestas de particulas que deben llevar unidos a los centros
activos de la resina productos puros. El examen eficaz de estas mezclas
mediante ensayos con receptores solubles requiere que sea posible la
identificacién posterior del compuesto que posee la actividad. Grupos
marcadores tipicos son enzimas que desencadenan una respuesta detectable, p.ej
fluorescencia, cuando un receptor se une a un ligando activo haciendo posible la
visualizacion y la separacion manual de las particulas activas de la mezcla. En
colecciones combinatorias de péptidos o de oligonucleétidos, la identificacion
del producto unido a la resina se hace aplicando la degradacién de Edman o la
secuenciacion dideoxi de Sanger, respectivamente. Ademés, también se pueden
generar mezclas de colecciones solubles a partir de mezclas de compuestos en
los que la unién a la resina se realiza mediante un enlace libil que puede
romperse con facilidad. Asi se solubiliza una pequefia parte de la mezcla
combinatoria original y se somete a los ensayos biolégicos correspondientes. En
el caso de ser positivos se efectuara la secuenciacién del resto de la mezcla que
todavia estd unida a la resina al objeto de identificar el ligando activo.
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Figura 20. Codificacion.

El uso de marcadores en combinacién con los métodos de secuenciacion esta
limitado a los péptidos o a oligonucledtidos. Para mezclas combinatorias de
pequefias moléculas no es posible la secuenciacién directa. Por ello el proceso
de identificacion de cada producto generado sobre una particula de soporte se
puede hacer afiadiendo, junto con el bloque estructural, un c6digo a medida que
se va sintetizando la mezcla combinatoria (Figura 20). Estas librerias
codificadas se interpretan por lectura quimica de la secuencia de codigos de
cada bloque o etapa de reaccién identificando el producto portador de dicho
codigo, bien estando aun unido a la resina o bien, después de su liberacion. La
variedad de codigos usados incluyen nucledtidos para codificar péptidos,
amino4cidos naturales para codificar secuencias de aminoéacidos no naturales,
compuestos aromdticos para la codificaciéon de péptidos; por ejemplo, se va
uniendo a la resina en cada paso sintético grupos clorofenilo con la ayuda de un
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linker fotolabil de modo que el cédigo se puede eliminar facilmente por fotolisis
sin alterar el compuesto unido a la resina y analizarlo después por sililacion y
deteccion mediante cromatografia de gases de captura de electrones. Una
estrategia de codificacion no quimica, no invasiva, reivindicada como ideal es la
introducida recientemente por Nicolau y cols. (75, 76) para la sintesis en fase
solida de la epotilona y de una biblioteca de analogos (12, 13-desoxi) mediante
técnicas de RECC (Radio-frecuency Encoded Combinatorial Chemistry) y
utilizando metatesis de olefinas como reacciéon clave. El fundamento de la
RECC es el mismo que el de los microchips (que emiten, almacenan y reciben
sefiales de radiofrecuencia) que se implantan subcutaneamente a animales de
laboratorio para codificarlos e identificarlos. En este caso se pasa por un lector
de radiofrecuencia que identifica el tubo donde esté el producto.

Los objetivos de la sintesis automatizada son: incrementar la productividad,
mejorar la calidad, aumentar la precision y liberar a los cientificos de tareas
laboriosas, tediosas y rutinarias. Hace ya cierto tiempo que existen aparatos (y
laboratorios) automatizados para la sintesis de oligopéptidos y oligonucleétidos.
Actualmente, tareas varias de los laboratorios de Quimica Organica sintética
tienden a realizarse automaticamente, tanto en disolucién como en fase sélida.
Existen variados equipos comerciales desde sistemas orbitales de agitacion
hasta sintetizadores sofisticados como el Bohdan (Figura 21) o los Quest de
Argonaut (Figura 22).

Figura 21. Sintetizador Bohdan. Figura 22. Sintetizador Quest.

Las reacciones de formacidn de productos oligoméricos son el resultado de
repetir varias veces reacciones quimicas de repeticion de formaciéon del mismo
tipo de enlace, amida en oligopéptidos, glicosidico en oligosacaridos, etc. Se
conocen librerias de oligosacaridos, oligopéptidos, oligonucledtidos,
peptoides,etc, etc. En lo que se refiere a pequeifias moléculas de peso molecular
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del o6rden de 500 que son las que constituyen la mayoria de los medicamentos,
cada dia es mayor el nimero de librerias de compuestos obtenidos por sintesis
en fase sélida.

Histéricamente, la primera sintesis en fase solida fue descrita en 1974 por los
quimicos organicos espafioles de la Universidad de Barcelona, F. Camps, Castells
y Pi(77) quienes, en 1974, sintetizaron 1,4-benzodiazepinas (Figura 23).

_~_-CH HCI/ACOH

Fig. 23. Sintesis de 1,4-benzodiazepin-2-onas, de Camps, Castells y Pi.

Dieciocho afios después Bunin y Ellman (69) y DeWitt y cols (78) describen
adaptaciones sofisticadas de esta quimica y aplicaciones a la sintesis en paralelo
de librerias de benzodiazepinas.
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Figura 24. Sintesis de 1,4-benzodiazepin-2-onas de DeWitt y cols.

En la actualidad existe una verdadera explosion de publicaciones relativas a la
Quimica Organica sintética en fase solida que no es posible detallar aqui (79a,b).
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De particular interés por la proyeccion de la Quimica combinatoria en el
descubrimiento de fArmacos es la revisién de Whittaker y cols.(80)y la de Park
y Kurth (81).

De acuerdo con Kubinyi, la Quimica combinatoria no reemplazara a la
quimica tradicional. Muchos segmentos de la Quimica Orgéanica no pueden ser
cubiertos con librerias combinatoriales. La Quimica combinatoria es una
herramienta. En las grandes compaiiias farmacéuticas coexisten Departamentos
de Quimica Orgénica clasica (Quimica Farmacéutica, Medicinal Chemistry) con
Departamentos de Quimica combinatoria. Muchas compaifiias farmacéuticas
trabajan asociadas a otras especializadas en Quimica combinatoria. Un experto
en quimica en fase solida que trabaje en una de estas compaiiias puede ganar
100.000 ddlares/afio.

3.3 ENSAYOS DE ALTA PRODUCCION (HIGH THROUGHPUT
SCREENING, HTS)

Con la llegada de la robdtica y la miniaturizacion de los métodos de ensayo
in vitro ha sido posible, a partir de los afios 90, valorar miles de productos sobre
un abanico de 30-50 ensayos quimico-bioldgicos (82, 83)

Los ensayos de alta produccidon (High Throughput Screening, HTS)
requieren basicamente

e Una fuente de compuestos a ensayar
e Meétodos de ensayo configurados para poder ser validados.
e Estacidn de trabajo robotizada.
e Sistema computarizado para el manejo de los datos.
Las fuentes de estos robots, que consumen cientos de moléculas, son:

e Bancos, bibliotecas (quimiotecas), colecciones de moléculas que poseen
las compaiifas farmacéuticas que han ido acumulando a lo largo de
muchos afios de investigacion.

e Colecciones comerciales suministradas por empresas especializadas o por
centros publicos de investigacion (p.ej, Instituto Pasteur, National Health
Institute) o privados.

o Librerias combinatoriales.
e Productos naturales.
e Extractos vegetales multicomponentes.

e (Caldos de fermentacion microbiana.
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Para los dos ultimos casos, una vez detectada actividad en una de las
muestras debe procederse a la identificacién y aislamiento del compuesto
responsable de la actividad observada.

El cuerpo de un sistema HTS es un brazo robotizado montado en una especie
de rail (track). En la figura 25 se ilustra el disefio de un sistema HTS y en la
tabla 2 se muestra su configuracion, (ver también Anexo. Figuras 5 y 6).

Tabla 2. Configuracién de un sistema High Throughput Screening (HTS)

Hoteles Acceso y almacenamiento de placas
Procesador robotizado de muestras  Dispensador de reactivos
Agitador-vibrador Mezcla de reactivos

Incubador Lavado de placas para ELISA
Lectores de placas Medida on line. Deteccion

Desde los hoteles donde se cargan las placas, el brazo robotizado las va
llevando de una localizacidn a otra recorriendo los distintos apartados hasta
finalizar en los sistemas de deteccion.

Dispensador de
inyeccién

Hoteles Incubadores de placas Procesador de muestras

1T L1

Contador de Fluorimetro Transferencia  Dispensador Agitacion Harvester Filtracién
centelleo Colorimetro de piacas de reactivos orbital de placas automatizada

Hasta hace relativamente poco tiempo, el HTS se realizaba en un formato de
placas de 96 pocillos con volumenes de ensayo de 100 pl, pero actualmente se
usan placas mas densas con 384 y 1536 micropocillos. Las muestras con
volimenes de ensayo de 10-30 pl y 1-5 ul, respectivamente se colocan en los
pocillos y los reactivos se adicionan en una o varias etapas; después de un
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tiempo de incubacidn (o de reaccién) se efectuia la deteccion en los sistemas
adecuados. En el ultraHTS (uHTS) de Glaxo SK los pocillos son de 1 mm’ con
volumenes de ensayo de 1 pl y puede correr hasta 100.000 ensayos/dia.

3.3.2 SISTEMAS DE DETECCION

Los sistemas de deteccion son muy variados y comprenden

¢ Ensayos cinéticos.

¢ Ensayos de desplazamiento de la union a radioligandos

e ELISA (Enzyme Linked Inmuno Sorbent Assay).

e [ELISA(Fluorescence Linked Inmuno Sorbent Assay).

¢ [nsayos con organismos recombinantes (3-galactosidasa, luciferasa).
¢ Ensayos basados en la emision de luz.

¢ Ensayos basados en la emision de fluorescencia.

El ensayo de centelleo de proximidad (Scintillation Proximity Assay) se basa
en que una particula B emitida por un radioisétopo viajara solamente una corta
distancia a través de un tampoén acuoso. Si la particula § se encuentra préxima a
una molécula susceptible de producir centelleo la transferencia de energia hara
que la molécula emita luz. A una resina polimérica en forma de esfera
recubierta de una sustancia capaz de producir centelleo (poliviniltolueno) se le
pega una diana, enzima o receptor. Cuando el radioligando se une a la diana
habra transferencia de energia desde la particula y se emitira luz, que se mide.
Si no hay union, la energia de la particula se disipa en el medio acuoso y no
habra emision de luz (Figura 26).

e

\
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/
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Figura 26. Fundamento del ensayo de centelleo de proximidad.
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Ensayo de fluorescencia en tiempo resuelto (Homogeneous Time-Resolved
Fluorescence, HTRF)). Este ensayo se basa en la transferencia de energia de
fluorescencia™ Un fluoréforo, donador excitado (criptato de europio, EuK)
transfiere su energia a un aceptor fluoréforo (alophicocianina, APC, XI.-665)
cuando los dos estan proximos, con la consiguiente emision de luz. El donador
y el aceptor se pegan a un enzima en un sustrato o sobre un par receptor-
ligando. En ausencia de union, el EuK, excitado a 337 nm produce una sefial en
el APC que decae enseguida (short-living signal). Si hay union, el EuK
transfiere su energia, en tiempo, al APC que emite una sefial duradera a 665 nm
(long-living signal) la cual se mide al cabo de un tiempo (Figura 27).

Furopium cryptate

Fig. 27. Fundamento del ensayo de fluorescencia en tiempo resuelto.

3.4. BUSQUEDA DE UN PROTOTIPO. OPTIMIZACION DE UN
PROTOTIPO

En el pasado, el nuimero de compuestos que un experto podia sintetizar en un
afio era pequefio, quizas en el mejor de los casos, un ciento o poco mas .Las
nuevas tecnologias como la Quimica combinatoria y el HTS han permitido
ampliar el intervalo de posibilidades, tanto desde el punto de vista de la
accesibilidad de miles de compuestos como de la posibilidad de ensayarlos
posteriormente en gran numero de sistemas biologicos.

El método tiene su fundamento en los estudios del Premio Nobel Jean Marie Lehn quién
desarroll6 un método de proteccion de iones lantanidos mediante una caja de criptate que
impide la desaparicion de la fluorescencia de estos elementos (en este caso europio) en
medios acuosos.
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Se plantea ahora decidir qué compuestos se deben sintetizar del enorme
espacio quimico accesible o, por decirlo de otra forma, como podriamos filtrar
el espacio quimico virtual para elegir la mejor libreria a sintetizar. La respuesta
a este problema es el objetivo del experto en Quimica computacional el cual es
el encargado de desarrollar y utilizar las herramientas necesarias para construir
y evaluar grandes librerias virtuales de compuestos. Para ello haciendo uso de la
maxima informacion disponible a nivel estructural para cada problema
(farmacéforo, estructura de rayos X del receptor o enzima), datos de relacién
estructura-actividad, estructura de un prototipo, etc., y en colaboracién con el
quimico sintético, disefiarian la libreria de tal forma que partiendo de un estudio
minucioso de los andamiajes (scaffolds) y de los monémeros de partida se
pueda barrer al maximo la diversidad disponible.

La estrategia a seguir para limitar el espacio quimico donde hacer la
busqueda depende del problema concreto que se plantee: encontrar un cabeza de
serie 0 bien optimizar un cabeza de serie (lead generation o lead optimization).
En el primer caso, dependiendo del conocimiento que se tenga de la diana
terapéutica el tipo de opciones serian:

* Que sea una libreria dirigida a una diana terapéutica especifica ( p.ej, un
receptor, un enzima).

* Que sea una libreria dirigida a una familia de dianas (proteasas,
peptidasas, quinasas, etc), ya que lo que se conoce es el mecanismo
enzimatico y/o el sustrato.

* No se conoce la diana pero si por ejemplo el proceso celular en el que se
quiere intervenir. En este caso lo mas adecuado es disefiar una libreria
primaria para un barrido de alta densidad, en el que el intervalo de
diversidad quimica a cubrir es mas amplio, siendo mayor también el
numero de compuestos a sintetizar.

Una vez tomada la decision del tipo de libreria a sintetizar sera necesario
abordar las siguientes cuestiones:

¢ Accesibilidad de la quimica y tipo de sintesis combinatoria (fase sélida,
disolucion).

e Novedad y patentabilidad de los compuestos a obtener.

¢ Tipo de ensayo el que se probara la libreria (enzimatico, célula entera).
¢ Cantidad de compuesto a sintetizar (mg, pug, ng).

e Tiempo disponible y recursos.

En las etapas siguientes se procedera a la construccion in silico de la libreria
y al estudio de los perfiles de distribucion de aquella con descriptores 1D y 2D,
peso molecular, numero de enlaces rotacionales, nimero de grupos ionizables,
numero de heterodtomos, numero de centros quirales, nimero de anillos
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aromaticos, log p, indices topologicos, etc Se aplicaran luego filtros para
descartar grupos reactivos, grupos toxicos, grupos funcionales no compatibles
dentro de una misma molécula. Se aplicara la regla Lipinsky”. A continuacién
se realizard un estudio de similitud molecular para todos y cada uno de los
compuestos y su clasificaciéon por grupos (analisis de clusters) con lo que se
eliminaran compuestos innecesarios por su elevada similitud.

En el caso de que se disponga de informacion estructural (farmacéforo,
estructura del sitio activo del enzima/receptor, etc) la siguiente etapa
comprendera un estudio conformacional de cada uno de los compuestos de la
libreria, al objeto de descartar aquellos que tengan las conformaciones que peor
encajen en el farmacoforo/ sitio activo. Es esta una de las fases mas criticas por
ser dependiente del programa/algoritmo empleado para el docking de los
compuestos y de las funciones de scoring empleadas para evaluar cada una de
las conformaciones.

La parte final, muy critica, que plantea verdaderos retos en la investigacion
farmacéutica dada la escasa disponibilidad de modelos fiables, es el de descartar
compuestos dentro de una libreria mediante el empleo de modelos predictivos
de solubilidad, absorcién, metabolismo y unién a proteinas séricas al objeto de
progresar solo aquellos compuestos que muestren el mejor perfil de
propiedades farmacocinéticas.

3.5 BIOINFORMATICA

Es la nueva disciplina que ha surgido como resultado del crecimiento
exponencial de los datos quimicos y bioldgicos inicialmente en el dominio del
Proyecto Genoma Humano y mas recientemente también por una explosion de
la quimica combinatoria y computacional asi como de los datos de HTS. Los
numeros que se generan y sus correlaciones son tan astronémicos que solamente
los pueden tratar computadoras de alta tecnologfa. Un ensayo de cADN array
puede generar 1 millon de datos experimentales.

La Bioinformatica consiste basicamente en la creacién de software para
analisis, interpretacion y prediccion de datos en ciencias biomédicas. La
Bioinformatica transforma datos en conocimiento. En esencia, es la aplicacién

Regla de Lipinsky o de los cinco. Lipinsky et al (Adv. Drug Delivery Rev. 1997, 3, 23)
propone que aquellas moléculas que tengan mas de 5 dtomos dadores de enlaces puentes de
H, mas de 10 atomos aceptores de enlaces puentes de H, peso molecular > 500 y ¢ log p >5
tendran baja permeabilidad y absorcién. El término de los cinco viene del hecho de que los
valores son miltiplos de cinco. Los agentes farmacodindmicos cumplen la regla. Lipinsky no
metié los antibidticos en su regla que, obviamente, no la cumplen. Hoy se tiende a usar el
término drug likeness.
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de los computadores y tecnologia de computadores a los problemas biolégicos.
Recibi6 gran impulso del complejo proceso de secuenciacién de genes que
requiere el Proyecto Genoma Humano, los anilisis de estructuras 3D de
proteinas y acidos nucleicos, los graficos tridimensionales de los complejos
proteina (enzima)-ligando o del docking y, ultimamente, del screening de alta
eficacia.

Nuevas Moléculas

l Quimica Orgz’mical

Nuevas Dianas

Biologia Molecular p—

Ciencias Genomicas Productos Naturales, Sintéticos, Péptidos.
Bioquimica Peptoides, Peptidomiméticos, Librerias
combinatoriales

DESCUBRIMIENTO DE FARMACOS

Tratamiento de Datos Ensayo sistemitico

‘. e High Throughput
fi ti  Sa———— g
Bisinformaitica Screening (HTS)

Figura 28. Proceso de Descubrimiento de FArmacos.

En las figura 28 y 29 se muestran de forma resumida y desarrollada el
complejo proceso de disefio, descubrimiento y desarrollo de farmacos y el lugar
que la Bioinformatica ocupa en tal proceso.
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Diseiio Racional de Farmacos - Evolucién en Ciclos

Identificacién de

dianas biolégicas, Literatura, patentes,

prueba de concepto o_tros :?rm?écosd

terapéutico, sistema de g'mve: 1g'?c1 n ce Efectos

ensayo molecular me too") secundarios en los

ensayos clinicos

N
— /
Concepto Biologico

Prototipo/s
(Lead structure/s)

Disefio de series,
disefio de sintesis /\
A

Disefio asistido por
CICLO DEDISENO ordenador: cristalografia
de proteinas, RMN,

biisquedas en bases de
datos 3D, diseiio de novo
Z

Ensayo
biolégico | ™, Relaciones

estructura-actividad,
QSAR, modelizacion
molecular

Productos
naturales,
péptidos,
farmacos de
sintesis,
quimica
combinatorial

e
—

Candidatos para Nuevo firmaco en
como farmacos (Investigational

New Drug, IND)

El ciclo de diseiio describe la optimizacion de un prototipo a uno o varios
candidatos a firmacos. Es un proceso iterativo con caracter evolutive. Los estudios
preclinicos y clinicos conducen finalmente al nuevo firmaco.

Figura 29. Proceso, en ciclos, del disefio y decubrimiento de farmacos.
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3.6 RECEPTORES EN EL DESCUBRIMIENTO DE FARMACOS

Fue Langley (84) quién primero propuso que los firmacos interaccionan con
componentes de la célula para producir su efecto. Ehrlich (85) postuld la
existencia de receptores en las células de los mamiferos y, también que los
agentes quimioterapicos ( una denominacion que €l mismo acufid) se combinan
con zonas receptoras en las células mediante reacciones quimicas ordinarias, un
concepto que aun resulta véalido, aunque se ha modificado para incluir en él
tipos de enlace distinto. Ehrlich también propuso que la union entre el
quimioterapico y su receptor es 1abil, reversible y no firmemente enlazada , una
afirmacion plenamente vigente un siglo después. Las ultimas cinco décadas han
sido testigos del descubrimiento, aislamiento y caracterizacion de numerosos
receptores y subtipos. En términos simples, los receptores son proteinas
embebidas en la membrana celular con los grupos funcionales grupos de unién,
(binding groups) en el exterior de la membrana dispuestas para interaccionar
con moléculas activas (farmacos, hormonas, neurotransmisores). Para el caso de
las hormonas esteroides y formacos esteroides, sin embargo, los receptores son
proteinas solubles, citoplasméticos o nucleares capaces de unirse al DNA y
afectar asi la trascripcion de genes especificos (86).

Figura 30. Modelo de receptor acoplado a proteina G (fotografia tomada del Burger’s
Medicinal Chemistry and Drug Discovery. 5 ed. Academic Press, 1995)

Los receptores de membrana pueden ser de diferentes tipos: receptores
ligados a proteinas G, canales ionicos y receptores con actividad enzimatica
intrinseca (Tabla 3). Los receptores ligados a proteinas G han sido muy
estudiados durante las ultimas décadas. Tienen el grupo amino terminal en el
exterior de la célula mientras que el grupo carboxilo es intracelular (Figura 30).
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Un agonista se une al dominio extracelular e induce un cambio conformacional
de la proteina del receptor afectando su componente intracelular el cual va
unido a un complejo proteina G-GTP. La proteina G (asi llamada porque se fija
e hidroliza nucledtidos de guanina) estd formada por tres subunidades o,p,y. El
cambio conformacional desencadena un acontecimiento bioquimico en el
interior de la célula consistente en la disociacion de GDP (guanosina disfosfato)
de la subunidad a. La GTP (guanosina trifosfato) entonces, se une al espacio
vacio que dejo la GDP causando la separacion de la subunidad o del receptor y
del conjunto de las otras dos subunidades Py. Ahora, el GTP unido a la
subunidad a activa una plétora de sefiales mediante activacion del sistema de la
adenilato ciclasa o fosfoinositidasa con la consiguiente formaciéon de los
segundos mensajeros AMPc, diaciacilglicerol (DG) o 1,4,5-trifosfato de inositol
(IP;) (Figura 31 ). El AMPc es, a su vez , responsable de la activacion de
proteinquinasas que a su vez activan enzimas por fosforilacion. Por su parte el
IP; vacia las vesiculas donde se almacena el calcio cuyo incremento a nivel
extracelular es responsable de efectos tan variados como contracciéon de la
musculatura lisa, liberacién de neurotransmisores, secrecién glandular, etc.
Finalmente, la separacion de una unidad fosfato del complejo a-GTP conduce a
la regeneracion de la subunidad a-GDP y a su combinacion con las otras
subunidades By y recuperandose asi la proteina G funcional.

Receptor

Sl

AMPc DG 1P

Protein quinasa

Proteina Proteina fosforilada

Respuesta

Figura 31. Interaccion farmaco-receptor acoplado a proteina G.
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Se han identificado una gran diversidad de neurotransmisores, polipéptidos y
mediadores de procesos inflamatorios cuya actividad obedece a la interaccion
con un receptor de este tipo. Entre ellos tenemos el receptor muscarinico de la
acetilcolina, los receptores adrenérgicos, los dopaminérgicos, serotonérgicos,
los receptores opioides, etc. Mas del 50% de los medicamentos en el mercado
estan relacionados con los sistemas de sefializacion de receptores acoplados a
proteinas G.

Los canales idnicos son de naturaleza proteica con un componente
extracelular de reconocimiento agonista/farmaco que es activado cuando un
agonista/farmaco interacciona con €l y el cambio resultante permite el flujo de
iones bajo gradiente 16nico o quimico. El receptor nicotinico de la acetilcolina y
el GABA son ejemplos de estos receptores. Los canales 16nicos son proteinas
que atraviesan la membrana celular dejando una cavidad hidrofilica que permite
el paso de los 1ones a su través. Estos receptores son capaces de controlar, por
efecto alostérico el estado de canal abierto o canal cerrado y, por consiguiente
el flujo de iones a través de la membrana celular con las consecuencias
fisiologicas que ello implica. El receptor nicotinico de la acetilcolina, el GABA,
el receptor de serotonina 5-HT; son ejemplos de estos receptores, (Figura 32).

Extracelular

"Puerty canal

Figura 32. Modelo de receptor canal ionico. (fotografia tomada del Burger’s Medicinal
Chemistry and Drug Discovery. 5 ed. Academic Press, 1995)
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Muchas aproximaciones al descubrimiento de receptores y sus subtipos
fueron consecuencia de experimentos laboriosos y observaciones cuidadosas de
acciones farmacoldgicas de compuestos de origen natural o sintético. R.
Ahlquist (87) de la Universidad Emory en Atlanta, (EE.UU) fue el primero en
denominar los receptores adrenérgicos como o y B después de observar la
respuesta bifasica de la aorta de rata a la adrenalina, la respuesta excitatoria a la
noradrenalina y, predominantemente, la respuesta inhibitoria a la
isopropilnoradrenalina (isoproterenol).

3.61 CLONACION Y CARACTERIZACION DE RECEPTORES
HUMANOS

Durante los afios 1970 y 1980 la investigacion en receptores se realizaba con
tejidos animales ricos en determinados receptores, pero los avances de la
Biologia Molecular han abierto nuevas posibilidades en este campo. La
clonacion de los genes que expresan las proteinas de los receptores, las
reaccions en cadena de nucleotidos catalizadas por la polimerasa (polimerasa
chain reaction, PCR), las técnicas de ADN recombinante han hecho posible
obtener, en abundancia, una gran variedad de tipos y subtipos de receptores
animales y humanos en forma pura. El uso de sondas de cADN para clones
estrechamente relacionados ha ayudado a la identificacion y aislamiento de
clones dificiles de obtener por otros medios; por ejemplo, el cADN de
receptores B3, ayudo a identificar los receptores D,y D, de dopamina.

Tabla 3. Principales grupos de receptores de membrana y algunos de sus ligandos.

Receptor . e ey Dominios
ptor, Ligandos naturales o sintéticos
grupo o tipo transmenbrana
adenosina,catecolaminas, histamina, Ach
Acopladosa  (muscarinico), prostaglandinas 7
proteinas G serotonina, angiotensina, calcitonina, gastrina,
oxitocina, vasopresina, neurokininas ,etc
Canales ..
e GABA-A, 5-HT; Ach (nicotinico) 4
i6nicos
Tirosin . . .
. Factores de crecimiento, insulina 2
quinasa
. . Hormona de crecimiento, varias interleucinas,
Citoquinas 2

eritfropoyetina

Las mutaciones de los genes de receptores que responden a agonistas
naturales, por ejemplo hormonas resulta en la produccién anormal de
receptores, de lo que se derivan efectos de patogénesis. La deteccion de tales
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situaciones en términos de desordenes clinicos estd creciendo rapidamente.
Algunas enfermedades causadas por mutacién de receptores se sefialan en la
tabla 4.

Tabla 4. Algunas enfermedades causadas por mutacion de genes de receptores (88a).

Enfermedad Receptor implicado

Leucemia promielocitica aguda Acido a retinoico R

Gliomas, glioblastomas Factor de crecimiento epidermico R
Retinitis pigmentosa (autosomal Rhodopsina R

dominante

Diabetes insipida nefrogénica Vasopresina V-2 R

Feminizacion testicular,(sindrome de Andrégeno R

Reifenstein)

Eritrocitosis familiar Eritropoyetina R

Para una enfermedad de este tipo son posibles, al menos tres intervenciones
terapéuticas:

¢ La biosintesis de la molécula del receptor, que es una proteina, puede ser
selectiva y reversiblemente inhibida con el uso de moléculas antisense.

e Farmacos agonistas que mimetizan la actividad del ligando natural pero
son capaces de unirse al receptor mutante se pueden usar para activar el
receptor. Por ejemplo, los receptores B-adrenérgicos (que pertenecen a la
familia de los acoplados a proteinas G) poseen un aspartato en el tercer
dominio transmembrana el cual se cree que ejerce interacciones idnicas
con el grupo amino de las catecolaminas endégenas. En la fase mutante el
resto aspartato se sustituye por serina. En consecuencia, no hay unién
electrostatica pero pueden prepararse productos sintéticos como esteres o
cetonas que contengan la funcidn catecol, los cuales pueden establecer
puentes de hidrégeno con la serina y asi activar el receptor.

e Terapia génica de reemplazamiento.

3.6.2 RECEPTORES ACOPLADOS A PROTEINAS G. (Algunos ejemplos
de relevancia terapéutica)

3.6.2.1 LOS RECEPTORES 8,

Asi como los receptores B; y PB,, el receptor B; es también un receptor
acoplado a proteinas G. De igual modo que los B; y B, ha sido clonado,
secuenciado y expresado y se encuentra en el tejido adiposo y en intestinos. Es
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un péptido de 408 aminodcidos con 7 dominios trasmembrana como los
receptores acoplado a proteinas G con un grupo amino terminal extracelular y
un carboxilo intracelular,

Asi como los receptores B; en tejido cardiaco condujeron al descubrimiento
y desarrollo de los B-bloqueantes (propranolol) muy ttiles en el tratamiento de
la hipertension y de las arritmias, los receptores ; en musculatura lisa bronquial
al descubrimiento de los 8, agonistas como brocodilatadores (salbutamol), los
receptores (5 en tejido adiposo pueden conducir al descubrimiento de agentes
anti-obesidad. Estos receptores regulan la lipolisis y la termogénesis. Con un
agonista f; especifico y selectivo conseguiremos incrementar la lipolisis por
liberacion de 4cidos grasos y ayudar a las personas a combatir la obesidad.

Se trabaja activamente en estructuras feniletanolaminas como las indicadas

(88b, c).
OH I[-|
@)\/N
T

3.6.2.2 LOS RECEPTORES DE DOPAMINA

CO,H

La dopamina es una catecolamina intermedia en la biosintesis de
noradrenalina y goza, por derecho propio, de la categoria de neurotransmisor.
Es reconocida por receptores centrales y periféricos que estdn localizados en
ganglios y terminaciones nerviosos simpaticas, lecho vascular mesentérico,
renal y tibulos renales y estd implicada en diversas funciones fisiolégicas y
patologicas. Muchos farmacos anti-Parkinson, antipsicéticos, antieméticos,
antihipertensores, entre otros actian sobre el sistema dopaminérgico. Se han
caracterizado cinco subtipos de receptores de dopamina (D;-Ds) que pueden
agruparse en dos clases, los D; (que comprenden los subtipos D; y Ds) y los D,
(que incluyen los subtipos D,, Ds; D). Los firmacos neurolépticos o
antipsicéticos son antagonistas de los receptores D, y controlan muchos de los
sintomas de la esquizofrenia y psicosis aguda. La esquizofrenia es un sindrome
caracterizado por alucinaciones, paranoias, comportamiento desorganizado
(sintomas positivos) asi como apatia, falta de capacidad de motivacién e
incapacidad para expresar emociones (sintomas negativos). Afecta a un 1-3% de
la sociedad, fundamentalmente a personas jévenes, tiene clara tendencia a la
cronicidad, es muy incapacitante y produce un elevado deterioro social y
laboral. El hecho de que los neurolépticos sean antagonistas de los receptores
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dopaminérgicos D, sugiere que la esquizofrenia esta asociada con un aumento
de la actividad en el sistema dopaminérgico mesolimbico y/o mesocortical.

Lamentablemente, los neurolépticos también bloquean los receptores D, en
el estriado de lo que se derivan alteraciones del sistema extrapiramidal con
distorsiones del movimiento que recuerdan la enfermedad de Parkinson (efectos
secundarios extrapiramidales), disquinesia, galactorrea debido a un incremento
de la liberacién de prolactina, etc (Figura 33).

| BLOQUEO DE RECEPTORES | | BLOQUEO DE RECEPTORES DE DOPAMINA D, |

Accion antipsicética

Efectos el

Psiquicos

Sequedad de boca
Dificultad de miccién
Visién borrosa

"W Sedacion

Bloqueo de
receptores
muscarinicos

LNEUROLEPTICOS ]

Bloqueo de
receptores

a-adrenérgicos

movimiento

Alteraciones del

. - Parkinson
H%potenm.on postural Distonia
Hipotermia ? Prolactina l Diskinesia

Bloqueo de Efectos

receptores de endocrinos

histamina y

serotonina Ginecomastia
Galactorrea
Impotencia

Aumento de peso

Figura 33. Cuadro resumen de los efectos de los neurolépticos

Un antipsicdtico de estructura completamente diferente de la de la
clorpromazina y demés derivados fenotiazinicos es la del haloperidol (haldol),
prototipo del grupo de neurolépticos de estructura aminobutirofenona. Fue
descubierto por P. A. Janssen propietario de los Laboratorios Janssen (Bélgica)
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a mediados de la década de los 50 como resultado de trabajos de modulacion de
la petidina (dolantina). La sustitucién del grupo metilo en el nitrégeno
piperidinico por variados radicales condujo a neurolépticos como el haloperidol
asi como a antiperistélticos del tipo del difenoxilato o loperamida (fortasec). En
el haloperidol el 4dtomo de nitrégeno es portador de un fragmento de p-
fluorobutirofenona mientras que en el difenoxilato lo es de un resto 3-ciano-3,3-
difenilpropilamina, un fragmento que recuerda al existente en la metadona y en
ciertos anticolinérgicos (Figura 34).

Cl
o Cl
/\O HO
HO
'r N ~

Petidina O

F

Haloperidol Loperamida

Figura 34. Modulacién de la petidina

La clorpromazina y el haloperidol (y sus andlogos) son antipsicéticos
clasificados como cldsicos o tipicos que solo son eficaces frente a los sintomas
positivos de la esquizofrenia y su utilizacion clinica va acompafiada de los
efectos secundarios a los que nos hemos referido anteriormente. Los
antipsicoticos o neurolépticos atipicos son eficaces frente a los sintomas

positivos y negativos de la esquizofrenia y no producen los efectos secundarios
mencionados.

En la década de los 50 y principios del 60 grupos quimico-farmacéuticos de
Universidades y compafifas farmacéuticas de Europa y América trabajan
afanosamente, en una carrera de competitividad, en la modulacién de la
molécula de la clorpromazina. Fruto de ese esfuerzo es un inmenso trabajo
quimico y farmacolégico del que han resultado medicamentos muy valiosos, en
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particular en el &mbito del sistema nervioso central. En el cuadro de la figura 35
intentamos resumir las principales estructuras que han surgido de ese esfuerzo.

Actividad antidepresora creciente

- y - ah . Al N
COD CLO | Crn L0 | LD LD
; ' " "

R R
Fenotiazina Fenoxazina Acridano 5H-Dibenzo[b,f]- _Dihidro-5H- 6H-Dibenzo[b,e}-1,4-
azepina 10,11-Dihidro-5SH- s o S)]
” R dibenzofb,flazepina  -tiazepina (X=.
Iminoestilbeno Iminodibencilo -oxazepina (X=0)
~diazepina (X=NR")
neurolépticos neurolépticos y antidepresores antidepresores
RSy 2y O NN N(E‘ X 7 SN
oD oo oo U | OO
T P W o - -
R R R R R
Tiaxanteno Xanteno 9,10-Dihidro- 5H-Dibenzo{a,d]- 10,11-Dihidro-5H-  6,11-Dihidro-dibenzo
antraceno ciclohepteno d?benzo[a,d]- [b,e]-tiepina (X=S)
cicioheptano -oxepina (X=0)
-azepina (X=NR')

Actividad neuroléptica creciente
R =-CH;-CHp-CH,-N(CH3); o0  =CH-CH,-CH,-N(CH3),

Figura 35. Influencia del anilio central sobre la actividad psicotrépica de los
neurolépticos triciclicos

En la serie de la dibenzotiazepina y dibenzodiazepina, la clotiapina y la
clozapina son ejemplos representativos. La clozapina (obsérvese la posicién
equivocada del dtomo de cloro en 8 y no en 2 como suele ser habitual en
derivados triciclicos) es el prototipo de neuroléptico atipico, que son eficaces
frente a los sintomas positivos y negativos de la esquizofrenia y no producen
efectos secundarios extrapiramidales. Actualmente, existe evidencia de que
estas propiedades son consecuencia de su antagonismo frente a los receptores de
dopamina D, y D,y de serotonina, 5-HT,a. La clozapina es efectiva frente a los
sintomas positivos y negativos de la esquizofrenia, incluso en pacientes
refractarios a otros tratamientos y no produce efectos secundarios derivados de
alteracion del sistema extrapiramidal; sin embargo puede producir discrasias
hematicas (granulocitopenia) lo que obliga a monitorizar los tratamientos. El
isostero tiofénico de la clozapina, olanzapina (cyprexa) no causa alteraciones
heméticas y es actualmente un blockbuster” de la compaiiia farmacéutica Lilly
(Figura 36), (Tabla 5).

*

Un blockbuster es un medicamento que supera los mil millones de délares de ventas anuales.
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Figura 36.

En 1997 la FDA aprobé la comercializacién de la quetiapina (seroquel) que
junto con la risperidona (risperdal) de Janssen son antipsicéticos atipicos no
triciclicos.

En la Tabla 5 se muestran los fairmacos que mas se han vendido en Espafia,
en el afio 2000.

e

Tabla 5. Farmacos que mas han facturado en Espafia en el 2000.

Farmaco Laboratorio Facturacion (miles de millones)
Zyprexa Lilly 11.00
Risperdal Janssen-Cilag 9.10
Seroxat GlaxoSmithKline 8.40
Vioxx MSD 7.20
Norvas Pfizer 6.99
Augmentine GlaxoSmithKline 6.95
Zantac GlaxoSmithKline 6.37
Zocor MSD ‘ 6.30
Serevent GlaxoSmithKline 5.79
Sandimmum Neotral Novartis 5.79
Zarator Parke Davis 5.76
Prozac Lilly 5.45
Almax Amirall Prodesfarma 5.12
Pulmicort Turbuhaler Astra 5.02
Seretide Pfizer 5.00

Fuente. Diario Médico 5 Febrero 2001
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Aminobutirofenonas conformacionalmente restringidas de nuestra propia
investigacion con perfil farmacologico de antipsicoticos atipicos se encuentran
actualmente en desarrollo (89).

3.6.2.3 LOS RECEPTORES DE SEROTONINA

Serotonina, 5-hidroxitriptamina, 5-HT, enteramina es una amina enddgena
que se encuentra en la sangre y en otros tejidos de mamiferos como intestinos y
cerebro. Tiene muchas funciones fisioldgicas en el cuerpo humano incluyendo
estimulacién de musculatura vascular o intestinal, inhibicion de la secrecién
gastrica, transmision de impulsos en el cerebro y nervios periféricos. Es también
un precursor de la melanina, pigmento oscuro de la piel, pelo y otros tejidos.

Desde hacia un siglo se sabia que la sangre contenia una sustancia
vasoconstrictora. En 1948 esta sustancia fue aislada por I. Page de la Clinica
Cleveland (Ohio) y posteriormente identificada como 5-hidroxitriptamina.
Independientemente, Erpasmer aislé un factor estimulante del apetito de la
pared intestinal al que llamo enteramina. Posteriormente, en 1952 se comprobd
que ambas enteramina y S-hidroxitriptamina eran la misma sustancia. El papel
de la 5-HT como neurotransmisor cerebral fue establecido a finales de la década
de los 50 por Brodie y Shore del Instituto Nacional de la Salud de los EE.UU
(90).

La serotonina ha atraido la atencion de muchos investigadores. Se han
descubierto muchos farmacos que controlan la liberacion de 5-HT o su recaptacion
en los tejidos asi como otros medicamentos que mimetizan, bloquean o antagonizan
los efectos de la 5-HT. La identificacion y clasificacion de los receptores
serotonérgicos ha llegado a ser una ciencia en si misma. En 1944 se habian
identificado cuatro clases o tipos de receptores. En la actualidad se han clonado y
caracterizado al menos 14 subtipos de receptores de serotonina (Tabla 6).
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Tabla 6. Farmacos con utilidad terapéutica actual o propuesta en cuya accién
intervienen receptores de serotonina (91).

Farmacos de

Tipo de Utilidad terapéutica . <2 Farmacos
Receptor . introduccién < e
ligando actual o propuesta R histéricos
reciente
. Ansiedad/Depresion/ .
- *
5-HTia Agonista’ Bulimia Buspirona
Antagonista Ansiedad/ Esquizofrenia ~ WAY100635
Metisergida
5-HT\pp  Agonista Migrafia/Ansiedad Sumatriptan Alcaloides
cornezuelo
. Desordenes motores
Antagonista Enfermedad vasoespastica GRI27935
. Hipertension Ketanserina
3-HTzs Antagonista Psicosis/Esquizofrenia Risperidona
Metisergida
5-HTp Antagonista Migrafia/Ansiedad Ciproheptadina
Pizotifeno
. Metisergida
5-HT,c Antagonista Ans 1edgd Desamciclona Ciproheptadina
Epilepsia L
Pizotifeno
Quimioterapia
5-HT, Antagonista Emesis inducida por Ondgnsetrona Metoclopramida
o Granisetrona
radiaciones
i o, Prucralopida**
5-HT, Agonista D:i(r);(.ir:le:in;?nhdad Renzaprida** Metoclopramida
gastromtestin RS39604
Recaptacion Depresion Fluoxetina Inhibidores
seroatgnina Inhibidor  Anorexia Sertralina MAO
Temor, panico Citalopram, etc Amitriptilina

* 5-OH-DPAT, agonista selectivo.
** En fases clinicas II-III para el tratamiento del sindrome colon irritable.

El descubrimiento de tal nimero de receptores motivé el descubrimiento y
desarrollo de agonistas selectivos y antagonistas para algunos de los subtipos.
Estos farmacos encontraron nuevas indicaciones terapéuticas para los cuales
farmacos no selectivos no son ttiles. A causa de la selectividad para un subtipo
de receptor, estos fArmacos, l6gicamente, tienen menos efectos secundarios que
los no selectivos.
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3.6.2.3.1 ANTAGONISTAS DE LA SEROTONINA COMO ANTIALERGICOS

Uno de los primeros medicamentos con alta selectividad para los receptores
de serotonina fue la ciproheptadina (periactin) sintetizado y patentado por
Engelhardt de la Compaiiia Merck en 1961 (92). Este farmaco es un potente
antihistaminico y ha sido usado en el tratamiento de alergias y prurito. Es
también un estimulante del apetito y es utilizado ampliamente en muchos paises
con esta finalidad. En los afios 60-80 resulto6 muy popular en Espafia la
especialidad farmacéutica de los Laboratorios Almirall Stolina, para combatir
estados de anorexia, inapetencia, desnutricion etc. Solucion de agradable sabor
que incorporaba la ciproheptadina como sal con el acido ciclohexilsulfamico
(ciclamato de ciproheptadina). La dulce solucion, que incluia también vitamina
B,,, fosfotreonina y clorhidrato de carnitina fué popular en las décadas del 60 a
80 para abrirle el apetito a los nifios.

a8s

N

|

Ciproheptadina

Pero volvamos al Reino Vegetal

3.6.2.3.2 EL CORNEZUELO DEL CENTENO Y LA MIGRANA

Volvamos al Reino Vegetal para encontrarnos con el cornezuelo. El hongo
parasito negruzco conocido como cornezuelo (caruncho, en gallego) Claviceps
purpurea crece sobre el centeno, en particular, en los veranos hiumedos y ha
sido conocido por multiples civilizaciones. Antes de que se apreciara la elevada
toxicidad del material, el pan de centeno hecho con el grano atacado causaba
verdaderas epidemias de ergotismo que se ponian de manifiesto por sensaciones
ardientes y gangrenas en las extremidades, abortos y convulsiones. Con los
nombres de Fuego Sagrado, Fuego de San Antonio, la intoxicacién por
cornezuelo constituy6 una plaga para grandes grupos de poblacién en todas las
partes de la tierra. El ultimo episodio que causé mas de 200 casos con cuatro
muertes ocurrié en 1951 en Pont St Esprit (Francia).
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Figura 37. Izquierda, Claviceps purpiirea creciendo en el centeno. Derecha, detalle del
cuadro de Matias Grunewald La Tentacion de San Antonio. En los dedos del
Santo se observan zonas ciandticas previas a la gangrena, caracteristicas de la
intoxicacion por cornezuelo.

Durante le Edad Media las parteras descubrieron la primera aplicacion
médica de los alcaloides. Una pequefia dosis podia ser usada para prevenir las
hemorragias post parto. Posteriormente, en el siglo XIX extractos liquidos det
cornezuelo se usaron en EE.UU y Alemania para el tratamiento del dolor de
cabeza vascular, jaqueca o migrafia.

Los alcaloides derivan de una estructura tetraciclica quinolino-indélica
conocida como ergolina que contiene las subunidades de feniletil amina y 3-
indoliletil amina caracteristicas de dopamina, adrenalina y serotonina, lo que
explica su interaccion con receptores dopaminérgicos, adrenérgicos vy
serotonérgicos de lo que, a su vez se deriva que ejerzan un amplio espectro de
efectos en procesos fisioldgicos mediados por estos receptores.

En 1918, Arthur Stoll aisl6 la ergotamina, cuyo tartrato fue comercializado por
Sandoz (ahora Novartis) como ginergeno como una forma mas segura del
medieval remedio o panacea de las parteras (midwife's nostrum). En la década de
los 30 se descubrio que el ginergeno era también eficaz en el alivio del dolor de
cabeza de origen migrafioso. En 1935 los quimicos de Sandoz dirigidos por A.
Hofmann obtuvieron la ergonovina (ergometrina, ergobasina) que después fue
sintetizada y desarrollada como metilergonovina (metergin) y usada ampliamente
para el control de las hemorragias post parto. Asimismo, aislaron otros alcaloides
del grupo de la ergotamina que comercializaron como dihidroderivados bajo la
denominacién de hydergina (mesilatos de ergocornina, ergocristina y
ergocriptina) para el tratamiento de vasculopatias cerebrales. En 1943, Hoffman
sintetiza la dihidroergotamina (dihydergot, DHE) por hidrogenacion del doble
enlace Co-Cyy de la ergotamina, la cual al carecer de doble enlace no es ocitocico.
El dihydergot vino a sustituir a la egotamina en el tratamiento de la migrafia.
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Posteriormente, Sandoz comercializa la metisergida (N-metil derivado del
metergin), antagonista de los receptores de 5-HT,4 y preventivo de los ataques de
migrafia. En el curso del establecimiento de las relaciones estructura/actividad de
las amidas del acido lisérgico, de forma accidental descubri6 Hofmann en si
mismo la actividad alucindgena de la dietilamida (25 compuesto de la serie,
Lisergin saure dyethylamide, LSD 25) (93).
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Figura 38.

Ergotamina y DHE son agonistas de los receptores 5-HT;,, 5-HT 5, 5-HTp
y también bloquean la liberaciéon de los péptidos sustancia P y CGRP,
(calcitonin-gene related peptide) un péptido relacionado con la calcitonina.

En 1999, Saxena y cols. (94) en Rotterdam encontraron que la ergotamina
produce vasoconstriccion selectiva de las anastomosis arteriovenosas de las
cabezas de gato. El cierre de estas anastomosis se supuso era mediado por un
tipo de receptor 5-HT; y se propuso que era el mecanismo de la accién
antimigrafiosa de la ergotamina. Cientificos de Glaxo usaron la técnica de
Saxena y encontraron que de su libreria de compuestos sintéticos, el sumatriptan
tenia el efecto mas especifico efecto en las anastomosis arteriovenosas.
Posteriormente, se demostré que es un agonista de los receptores 5-HTp
mientras a mas altas concentraciones actila como agonista también de receptores
5-HT)4, 5-HTis y 5-HT,c. El sumatriptan alivia no solamente el dolor de la
migrafia siné también los sintomas asociados nauseas, vomitos, fotofobias etc y
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muchos pacientes son capaces de continuar trabajando o vuelven de nuevo al
trabajo inmediatamente después del tratamiento, lo que no es posible con las
ergotaminas a causa de sus efectos sedantes. A partir de 1995 surgen otros
triptanes que mejoran al sumatriptan en base a una mayor biodisponibilidad,
mayor penetracion en el SNC, vida media mayor, etc como zolmitriptan y otros.
El almotriptan de Almirall Prodesfarma tiene una biodisponibilidad oral
absoluta del 70% la mas alta de los triptanes hasta ahora conocidos.

Como ha ocurrido histéricamente, el descubrimiento de farmacos ha
progresado de forma paralela con el conocimiento de la etiologia de la
enfermedad.

La eficacia de los alcaloides del cornezuelo del centeno habia sido atribuida
desde hacia tiempo a sus potentes efectos vasoconstrictores ya que se pensaba
que la migrafia era debida a la dilatacion de los vasos craneales como respuesta
a estimulos irritantes. Aunque la vasodilatacion es la causa, en gran parte, del
dolor de cabeza, los ultimos datos apuntan a que se genera en el SNC como
consecuencia de un proceso neuroinflamatorio que estaria mediado por la
liberacion de péptidos vasoactivos, como sustancia P, neurokinina A y CGRP,
todos ellos en las fibras sensoriales perivasculares del sistema trigémino.
Cuando este sistema se estimula se libera sustancia P y CGRP lo que origina
extravasacion plasmdtica que puede ser bloqueada por la ergotamina y los
triptanes (95). Otra evidencia sugiere que los niveles de CGRP, un potente
vasodilatador, se elevan durante un ataque de migrafia; los receptores 5-HTp de
los vasos neutralizarian los efectos vasodilatadores de CGRP. Todos estos
cambios pueden causar dolor aunque no esta claro si esto constituye el dolor de
la migrafia.

La suposicion de que la migrafia es un proceso neuroinflamatorio ha
provocado nuevas direcciones en la busqueda de agentes anti migrafia.
Guanaxolone, que se encuentra en fase clinica II, es un miembro de una clase de
esteroides neuroactivos llamados epalonas que modulan los receptores GABA
en el SNC estd siendo estudiado como agente preventivo. Ademas, el nuevo
receptor 5-HT ¢ constituye una diana valiosa para el disefio de nuevos agentes
antimigrafia (96). Finalmente, la investigacion de agentes antagonistas del
CGRP puede ser otra prometedora direccion para el descubrimiento de nuevos
agentes anti-migrafia.
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3.6.2.3.3 CONTRIBUCION DEL CORNEZUELO DEL CENTENO AL
ESTABLECIMIENTO DE LA INDUSTRIA FARMACEUTICA GALLEGA.

LOS ORIGENES DE ZELTIA

Durante la Guerra Civil funcioné en Vigo el Instituto Bioquimico Miguel
Servet en Bouzas, en la calle Tomas Alonso, cuya direccién técnica se le
encomendé al Profesor Fernando Calvet Prats’, Catedritico de Quimica
Orgénica y Bioquimica de la Facultad de Ciencias nuestra Universidad, y se le
encargd organizar un laboratorio para estudiar métodos de conservacion,
analisis y extraccion de los alcaloides del cornezuelo, enfermedad de esta
graminea que infestaba las leiras de centeno a causa de la humedad del
ambiente. El Instituto Servet comercializaba, entre otros, el Pan-Ergot un
preparado integral de alcaloides del cornezuelo (Figura 39). Posteriormente
surgieron desavenencias en el seno del consejo de administracién del Instituto y
el director y parte de los socios se integraron en la nueva empresa Zeltia S.A.
constituida en agosto-setiembre de 1939 y cuyos principales accionistas eran los
propietarios de los mataderos de Porrifio y Mérida, hermanos Fernandez Lépez,
oriundos de Lugo y grandes impulsores de la industria gallega de la posguerra.

e AN - EIRG O E

PREPARADO INTEGRAL DE LOS ALCALOIDES DEL CORNEZUELO DEL CENTE.
s NO, VALORACION POR MEDIOS BIOLOGICOS. : :

INDICACIONES: Afonia uterina, Hemorragias post-partum, 'Hemofrugiés uierinas
yrgentes. Menorragias y abortos. Alleraciones de la circulacién. Migrafia. Histeria,
Alcoholismo y Nicotismo. Glascoma y determinodos trastornos de origen simpdtico.

ENVASES ORIGINALES: Cajas de 2 y 5 ampollas y frascos goteros do 10 ¢. ¢ g
INSTITUTO BIO - QUIMICO MIGUEL SERVET, S. L—VIGO 3
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Zeltia se instala en Porrifio y nombra Director cientifico al Prof. Calvet que
era a su vez socio cofundador. El objetivo de Zeltia era, en principio, explotar la
flora medicinal de Espafia aislando los principios activos y preparando las
correspondientes especialidades farmacéuticas asi como crear una linea de
preparados opoterapicos para aprovechar los subproductos de matadero: higados

* Dr.Fernando Calvet Prats (1903, Villafranca del Penedés). Tesis Doctoral en Oxford.
Catedratico de Quimica Organica y Bioquimica de la Facultad de Ciencias de la Universidad
de Santiago (1930-1936). Separado del Servicio Académico en 1936. Director Cientifico de
Zeltia (1939-1945). Reincorporado a la Universidad de Barcelona, en 1950, como Catedratico
de Bioquimica.
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para extractos hepaticos, pancreas para insulina, bilis para sales biliares, sangre
para aminoécidos, etc (Figura 40)

Figura 40. La factoria Zeltia en sus comienzos con notas de Catalan.

Zeltia pronto llegé a ser primera productora espafiola de alcaloides del
cornezuelo obteniendo en su planta de Porrifio, ergometrina y ergotamina. La
materia prima era el caruncho nombre gallego del cornezuelo. En la posguerra
los paisanos lo recogian afanosamente y lo vendian en numerosos puntos de
compra a lo largo y ancho de toda Galicia, en mercados, ferias, en oficinas de
farmacia, etc. Una persona por término medio podia recoger unos 200-300 g/dia
que se pagaban a 25 ptas/kg. Este material era enviado a Porrifio y alli
procesado

También obtenia glucésidos digitdlicos de la digitales gallegas y trajo
grandes cantidades de planta Ephedra para obtener efedrina y comercializar
diversas sales. Asimismo Zeltia patent6 una de las primeras insulinas retardadas
mundiales (con protamina) asi como un procedimiento de inoculacién del
centeno para obtener corezuelo artificial.

En 1942 se incorporé a Zeltia el espectroscopista Prof. Miguel Catalan para
trabajar en el Departamento de vitaminas. Obtenian vitamina A del
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insaponificable del aceite de higados de atin etc en unas condiciones de
precariedad que el propio Catalan relata*

En 1945 Zeltia es la primera empresa espafiola que comercializa el DDT. La
sintesis de este producto, DicloroDifenilTricloroetano se conocia desde 1874
(condensacion del cloral con p-clorobenceno en presencia de acido sulfiirico
fumante) .En 1942, Muller de la compafiia farmacéutica suiza Geigy, descubre
sus excelentes propiedades antiparasitarias. Recién terminada la guerra mundial,
Calvet lee en un periddico inglés un articulo en el que se describe la gran ayuda
que, para el ejército britnico supuso el DDT en la lucha contra insectos y
parasitos en los cuarteles y en los frentes de batalla. Inmediatamente adapta el
procedimiento sintético en los laboratorios de Porrifio y, en seguida, esta en
condiciones de poner una tonelada de producto en el mercado, adelantandose a
otra empresa espafiola posible competidora. Es asi como nace el insecticida ZZ
comercializado en polvos (diluido en polvos de talco), en emulsiones, lociones,
etc. Posteriormente incorpord el lindane (hexaclorociclohexano, gammahexano)
amplidndose a partir de 1950 el campo de actividades y diversificandose en
varias divisiones: médica, agraria, veterinaria, etc.

En 1945 el Gobierno espafiol anuncié un concurso para la instalacién de
plantas productoras de antibi6ticos en Espafia que cubrieran las necesidades de
consumo de penicilina. La adjudicacién se hizo a dos empresas: Cepa y
Antibidticos S.A. Esta ultima se constituyé con la participacién de seis

® Pof. Miguel Catalin (Zaragoza, 1894-Madrid, 1957). Catedratico de Estructura atémico-
molecular y Espectroscopia de la Facultad de Ciencias de la Universidad de Madrid. En la
posguerra estuvo separado de su Catedra,trabajando en Zeltia. En 1946 se reincorpord a su
Catedra y también al Instituto Rocasolano. Fue uno de los espectrocopistas mas notables del
siglo XX, conocido por haber descubierto los multipletes que constituyeron un elemento
fundamental en el desarrollo de la Fisica Cuantica y de la Astrofisica. Del libro de J.
M.Sanchez Ron, Miguel Cataldn. Su obra y su mundo. CSIC, Madrid 1994 anotamos algunos
parrafos. Catalan lo protocolizaba todo. 200 kg de higados de atiin picado se saponifican con
400 lts de sosa en alcohol diluido...extraccion con benceno...obtenemos 2 kg de
insaponificable. La precariedad de la época debia ser casi total. En 1942 coincidia la
posguerra espafiola, la guerra mundial y una grave sequia que obligaba a severas restricciones
eléctricas. En una carta a su mujer, residente en Madrid, le dice entre otras cosas, “En Vigo
solo funcionan la mitad de los tranvias, no funcionan los ascensores y las planchas no
calientan. Pontevedra solo tiene dos horas diarias de suministro eléctrico”. Como les falla el
suministro de atin (que traian de Canarias) intenta, con éxito, reemplazar la vitamina A por
caroteno. Entre el farmacéutico Faustino Cordén y él obtienen B-caroteno de una cosecha de
zanahorias (de una huerta cercana), las pican bién, las machacan varias veces con alcohol y
luego, previa filtracion, las someten a extraccion con un extractor de reflujo (suponemos que
un Soxhlet) con alcohol-éter de petroleo. Después de concentrar sin sobrepasar los 40°C, etc
consiguen cristalizar el caroteno lo que comunican a la direccion. “Ferndndez estd muy
interesado en el problema de la zanahoria y del caroteno”...”hemos decidido plantar una gran
parcela de zanahorias a ver si podemos conseguir caroteno suficiente con que sustituir la
vitamina A en las especialidades ya aprobadas, Complent y Zeltivit 57.
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Laboratorios de vanguardia en Espafia en aquel entonces: Abelld, Leti, Llorente,
Uquifa y Zeltia algunos de los cuales ya no existen. La planta se construyé en
Leon y en los afios ochenta llegd a ser la segunda compaiifa mundial lider en
ventas de antibidticos B-lactamicos.

En 1950, la sociedad catalana Azamén (creada en 1925) que después se
paso a llamar ICI Espafia entré en colaboracién con Zeltia y parte de sus
productos pasaron a fabricarse en Porrifio bajo licencia ICI (la britdnica
Imperial Chemical Industries). En 1964 ambos grupos decidieron crear dos
nuevas compafiias, al 50% para la fabricacién de productos farmacéuticos (ICI-
Farma) y de agroquimicos (Zeltia Agraria, que después seria ICI-Zeltia)
compartiendo el recinto industrial de Porrifio. En 1989, ICI adquiri6 la totalidad
de las acciones de Zeltia pasando a ser unica propietaria y ya en 1993 se integra
en el grupo internacional Zeneca. Actualmente, Zeneca sigue en Porrifio lo que
supone una larga y fructifera trayectoria desde sus heroicos comienzos como
Zeltia.

3.6.2.3.4 OTROS LABORATORIOS FARMACEUTICOS GALLEGOS

La Industria Farmacéutica Gallega nace hacia los afios 1920 como una
expansion comercial de férmulas magistrales acreditadas que se preparaban en
Oficinas de Farmacia. Asi, en 1917 el farmacéutico R. Bescansa funda los
Laboratorios de este nombre, inicialmente para comercializar férmulas como
eterino, eterlilo etc, pero posteriormente con especialidades propias, como los
laxantes a base de fenolftaleina, normal y aloico, el acnosdn, etc. Hoy estas
especialidades del Laboratorio Bescansa se preparan en un moderno
Laboratorio situado en el poligono industrial del Tambre de Santiago de
Compostela.

En La Coruiia, en los afios 20 una sociedad formada por el farmacéutico R.
Vidal, un médico el Dr Goyanes y un contable, el Sr Taracido fundan el
Laboratorio Orzan. El Dr Goyanes era un ayudante del prestigioso clinico
madrilefio, Dr Pitaluga, y aport6 a la Sociedad varias formulas de reconocido
prestigio en aquel entonces, como el antianémico hepagastron. Otras
especialidades del Laboratorio Orzan eran el laxante colagol, el linimento
antirreumdtico J/inisum o el jarabe expectorante Jarabe Grind.. También en La
Corufia, surge la fibrica de productos quimicos y farmacéuticos PHAR y el
Instituto Bioquimico PHAR con preparados de yodo, bismuto, efedrinas etc( ver
Anexo). Asimismo, en los afios 40 el laboratorio Farum preparaba
mercurocromo y extractos fluidos (p.ej extracto fluido de nuez de Kola para
incorporar a los vinos quinados). En Orense, el Laboratorio Bouzo comercializa
el Gadibronkil, enérgico pectoral y reconstituyente con efetonina y guayacol;
en Verin, el Laboratorio Amoeiro prepara el Liver-Kal, una formula de higado y
cal; en Pontevedra los Laboratorios Vyo comercializan especialidades de yodo
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y bismuto; en El Ferrol, el Laboratorio Casares prepara el yodovitamin, un
preparado de arsénico (arrhenal), hierro y vitaminas, etc. (ver Anexo). En
aquella época el arsenal terapéutico era limitado, limitacion que se acrecentaba
con la guerra civil espafiola y la posguerra de los afios 40, coincidente, a su vez,
con la II Guerra Mundial y, posteriormente, la posguerra europea. Sin embargo,
Espafia no recibi6 los dolares del plan Marshall. El antibacteriano que se usaba
era el colorante azoico (disulfonamido azo benceno), Prontosil® que
comercializaba Bayer. A partir de los afios 45-46 se podia comprar penicilina de
estraperlo.

Gran parte de estos Laboratorios desaparecieron tras la posguerra.

En los afios de la guerra civil el Prof. Garcia Valdecasas dirigia en Santiago
el Instituto Farmacoldgico Espafiol (IFE) donde se preparaba el tufopiom,
extracto de alcaloides totales del opio al estado de hidrocloruros para
administracion parenteral, un sustituto del pantopon Roche, (que no era
asequible), asi como otras especialidades con atropina, papaverina, etc. El IFE,
tras diversas vicisitudes, es hoy un moderno Laboratorio situado en La
Ramallosa (Teo-La Corufia) que prepara soluciones salinas y glucosadas

En el afio 1976 la compafiia farmacéutica britanica Wellcome se instala en
Porrifio donde fabrica interferon. A raiz de la fusién con Glaxo, la nueva
compafiia Glaxo-Wellcome decide suspender la fabricacion de interferén y
cerrar la planta, la cual recientemente fue adquirida por la compaiiia
biotecnoldgica Genentech. En la actualidad Genentech estd remodelando y
ampliando la planta donde, al parecer va a preparar cultivos celulares para la
preparacion del anticuerpo monoclonal rituximab (Rituxan® en EE.UU.;
licenciado a Roche quién lo comercializa en Europa como MabThera®) para el
tratamiento de linfomas no Hodgkin (ver apartado 3.9).

~ Finalmente, en estos breves comentarios y anotaciones en torno a la
Industria Farmacéutica Gallega (que no pretenden ser exhaustivos), agregar la
Fabrica de Apésitos que la Cooperativa Farmacéutica Gallega (COFAGA)
posee en La Coruiia. ‘
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]
I t I m Extracto alcaldidico total del opio. Uso hipodérmico
Dos centigramos por centimetro cibico.

Formula; Tutopiom 001 prs.
Papaverina 003 »
Atropina ‘0003 »
Excipiente hasta 1cec

Tratamlento del Glcus gastro-ducdenat

Formula: Monoclorhidrato de histidina 020 grs.
Acido ascorbico (Vitamina C) 100 U. 1.

Suero amortiguador ¢. s. para 2 ¢ ¢

] Férmula: Metilisopropilfenol 020 grs.
QOleum terebinthinae 015 »
Oleum olivarum adrenalizado  (1: 8000)

s 2cc

H Férmulia: g. Estrofantina 025 mgrs.
s r u a " I I " a 3uero cafeinado ¢. s. para 1 ¢ c.
1e =025 mgs.=25 U. G.

INSTITUTO FARMACOLOGICO ESPARNOL, S. L.
SANTIAGO DE COMPOSTELA
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3.7 INHIBIDORES ENZIMATICOS

El descubrimiento de farmacos por inhibicién de enzimas constituye una
aproximacion racional que ha adquirido una extraordinaria relevancia en las
Gltimos décadas. Ello ha sido posible gracias a la disponibilidad de enzimas
cristalograficamente puros, a ensayos in vitro simples y rapidos y a los avances
en los procesos de automatizacion. Cientos de moléculas provenientes del
campo de los productos naturales o de la Quimica Orginica clasica o
combinatoria se ensayan sistematicamente frente a baterias de enzimas al objeto
de encontrar un prototipo que luego se optimiza. Asi se han encontrado
moléculas muy valiosas hasta el punto de que la mitad de los veinte
medicamentos mas vendidos en la actualidad son inhibidores enzimaticos.

Los trabajos del Prof Baker" de 1a Universidad de California sobre el disefio
de inhibidores enzimaticos dirigidos al sitio activo del enzima quizas marca el
comienzo del interés por el disefio de inhibidores enzimaticos. Como quiera que
la investigacion biomédica habia tenido mas experiencia con enzimas aislados
que con receptores, la aplicacion de técnicas de modelizacion a enzimas fue
realizada en épocas mas tempranas lo que se ha traducido en la consecucion de
un buen nimero de éxitos en el descubrimiento de medicamentos de
significacion clinica. Empezando con los inhibidores de la monoaminooxidasa
(MAO) como antidepresivos, a los inhibidores del enzima de conversion de la
angiotensina como antihipertensores y los inhibidores de la 3-hidroxi-3-metil
glutaril CoA reductasa (HMG-CoA reductasa) como antihipercolesterolemian-
tes, los éxitos son dignos de mencion. A ello, afiadir los mas recientes
inhibidores de la transcriptasa inversa y de la proteasa del virus de
inmunodeficiencia humana.

Una de las aproximaciones al disefio por inhibicién enzimatica explorados
actualmente de modo extensivo es la inhibicién basada en el mecanismo de
accion. (97). El punto de partida es incorporar un grupo reactivo en el sustrato
de modo que el enzima actda sobre el sustrato desenmascarando el grupo activo,
atacandolo y haciéndolo incapaz para catalizar cualquier otra reaccion. Para ser
un inhibidor efectivo, la afinidad del grupo reactivo por el sitio activo del
enzima tiene que ser alta. Como muchos enzimas estan ligados a enfermedades
especificas o a procesos bioquimicos que regulan funciones fisiologicas, los
inhibidores especificos de estos enzimas han proporcionado y pueden
proporcionar productos clinicamente ttiles.

La prolifica actividad investigadora en el dambito de los enzimas del Prof. B. R. Baker se
traducia en forma de largos articulos n los niimeros del Journal of Medicinal Chemistry de los
afios 60 y 70. También es clasico su libro Design of active site-directed irreversible enzyme
inhibitors. Wiley, New York. 1967.
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El disefio de inhibidores enzimdticos, como es logico, requiere el
conocimiento del mecanismo de reaccion que cataliza el enzima. También es
importante conocer la selectividad del proceso bioquimico que se desea inhibir.
Desde la vertiente terapéutica, la interferencia con procesos exclusivos de
microorganismos patogenos representa la aproximacion mas segura para el
disefio de agentes antibacterianos carentes de efectos indeseables sobre las
células del organismo superior infectado. Por el contrario, si se trata de interferir
en procesos propios de la célula huésped entonces debe evaluarse muy
cuidadosamente las repercusiones que se puedan derivar en el conjunto del
funcionamiento celular.

De acuerdo con la cinética de una reaccion enzimitica el disefio de
inhibidores puede abordarse preparando: 1) andlogos del sustrato (aproximacion
clasica). 2) analogos del producto final y 3) andlogos del estado de transicion.
Esta ultima es la aproximacion mas eficaz ya que representa el estado de mayor
afinidad entre el enzima y el sustrato; para que tenga éxito es necesario conocer
el mecanismo de la reaccion a inhibir asi como la geometria y los parimetros
estéricos y electronicos del estado de transicion.

Los inhibidores enzimaticos que se unen al sitio activo del enzima pueden
hacerlo de forma permanente, covalente (irreversible) o no covalente
(reversible). La unién covalente enzima-inhibidor casi siempre genera un
inhibidor irreversible. De la elevada estabilidad del enlace covalente no es
posible la regeneracion quimica del enzima lo que ha de tenerse presente
cuando se vayan a disefiar agentes terapéuticos potenciales. En ocasiones, estos
inhibidores se unen al sitio activo por uniones no covalentes pero cuando se
forma el complejo enzima-inhibidor este complejo ataca a uno de los
aminoacidos del enzima. Los mas propensos son serina, lisina, acidos glutdmico
y aspartico. Este mecanismo tiene un gran potencial para generar nuevos
productos candidatos a farmacos (98). Los inhibidores disefiados de acuerdo
con este mecanismo se conocen como inhibidores latentes y la inhibicion a la
que dan lugar es una inhibicion suicida. Algunos inhibidores de p-lactamasas
como el acido clavuldnico o las sulfonas sintéticas relacionadas (sulbactam,
tazobactam) actian de esta manera (99). Se emplean asociados con penicilinas y
cefalosporinas en el tratamiento de infecciones resistentes a gérmenes G(+);
p.€j. augmentine es una asociacion de acido clavulanico y amoxicilina. Otros
inhibidores de B-lactamasas incluyen 4cido olivanico, derivados halogenados
del 4cido penicilanico y un grupo de asparenomicinas (97).
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371 EJEMPLOS DE |INHIBIDORES ENZIMATICOS DE
RELEVANCIA TERAPEUTICA (Algunos ejemplos)

3.7.1.1. INHIBIDORES DE PROTEASAS

La proteasa del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) pertenece a la
familia de las proteasas de aspartico y tiene como misién cortar (por hidrélisis
de los enlaces peptidicos) las largas cadenas de proteinas y enzimas sintetizadas
en la célula por transcripcién del material genético, en trozos mas pequefios
utiles funcionalmente. Estos fragmentos son imprescindibles para que se puedan
ensamblar nuevas particulas virales con capacidad infecciosa. La mayor parte
de los inhibidores VIH desarrollados hasta la fecha habian sido disefiados como
andlogos del estado de transicion.

En 1995, los enfermos de SIDA recibieron una noticia muy agradable.
Ensayos con mezclas de tres componentes reducian la carga viral a niveles
practicamente indetectables, dando una enorme esperanza a los enfermos que ya
se habian resignado al inevitable e inexorable curso de su enfermedad. Las
estrellas de estos cocteles eran los inhibidores de proteasas que acababan de ser
descubiertos.

El disefio de inhibidores de este enzima se realizé en base al conocimiento
de la estructura de la proteasa cristalizada establecida por cristalografia de R-X,
formada por dos péptidos idénticos de 99 aminoacidos con un resto Asp-Thr-
Gli. Sobre esta base y sobre el conocimiento de la estructura de inhibidores de
renina, otra proteasa de aspartico, se establecié por modelizacién molecular un
modelo de ligando de dos aminoécidos en un extremo, otros dos aminoacidos en
el otro extremo y ambos grupos unidos por un fragmento isdstero hidroxietileno
o hidroxietilamina (Figura 41). Estos grupos issteros mimetizan la ordenacién
tetraédrica del estado de transicion generado en la hidrdlisis del enlace
peptidico. Surgen asi el saquinavir de Hofmann-La Roche, el indinavir
(crixivian) de Merck, el ritonavir de Abbot, nelfinavir y otros varios (100-102).
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Figura 41.

Durante el proceso sintético, los investigadores de Merck encontraron que la
introduccion de una piperazina N-benzil protegida daba una molécula de mayor
potencia y comprobaron que esta funcionalidad adicional le daba acceso no a
cuatro sino a cinco sitios de unién al enzima. La eliminacién del grupo protector
benzil y su reemplazamiento por una variedad de sustituyentes condujo al 3-
piridilmetil derivado, grupo sustituyente que encontramos en el indinavir.
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3.7.1.2. INHIBIDORES DEL ENZIMA DE CONVERSION DE LA
ANGIOTENSINA (IECA)

El descubrimiento de los inhibidores del enzima de conversién de la
angiotensina constituye una pigina brillante de la estrategia de disefio por
inhibicién enzimdtica aplicado al descubrimiento de nuevos medicamentos.
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Figura 42. Sistema renina-angiotensina-aldosterona (RAA).

El descubrimiento de los inhibidores del enzima de conversién de la
angiotensina (IECA) no habria sido posible sin la observacién del Prof. Ferreira
(Universidad de Sao Paulo) de que el veneno de la serpiente Bothrops jarasarca
contiene factores que facilitan el efecto vasodilatador de la bradikinina, otro
péptido enddégeno. Estos factores a los que Ferreira llamo factores de
potenciacion de la bradikinina (bradykinin-potention factors, BPFs) resultaron
ser peptidos y actan mediante inhibicion del enzima que degrada la
bradikinina. Posteriormente, en 1968 Erdoss de la Universidad de Illinois, en
Chicago, identifico uno de los péptidos de Ferreira (el BPFqo, teprétido) como
un nonapéptido que resulté ser hipotensor en animales y en el hombre. Erdoss
demostr6 también que el enzima responsable de la degradacién de la
bradikinina es también responsable de la formacién de la angiotensina II (Figura
42). De este modo los péptidos de Ferreira fueron los primeros IECA
identificados. Posteriormente se identificé el sitio activo del enzima y, a partir
de ahi,se prepararon series de moléculas no peptidicas activas por via oral. D.W
Cushman y colaboradores de los Laboratorios Squibb, en Pricenton,
encontraron analogia entre la enzima de conversién de la angiotensina y la
carboxipeptidasa A bovina. Este enzima es una metaloproteasa que tiene un
locus catiénico para efectuar enlace idnico con un grupo COOH del sustrato y
un centro electréfilo con un metal, en este caso zinc que actiia como 4acido de
Lewis activando el grupo carbonilo del enlace peptidico a hidrolizar. Sobre este
modelo se prepararon series de N-succinil prolinas que interaccionan con el zinc
y el resto COOH terminal, los cuales mostraron cierta actividad como
inhibidores competitivos de [ECA. La introduccién de otros grupos funcionales
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capaces de mejorar la coordinacion con el dtomo de zinc (reemplazamiento del
grupos COOH por SH) condujo al captopril, activo por via oral, primer
inhibidor del enzima de conversién de uso clinico (103). Mas tarde Patchet y
cols. de Merck prepararon el enalapril, profarmaco que requiere la hidrolisis del
ester cuya absorcion es mejor que la del 4cido, en el que falta el grupo SH y
después surgieron otros inhibidores lisinopril, cilazapril, etc con un componente
estructural comun: L-homofenilalanil.
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Captopril Enalapril

Los inhibidores del enzima de conversion son efectivos en casi todos los
tipos de hipertension y carecen de los efectos secundarios que presentan otros
antihipertensores (aumento del ritmo cardiaco, dolor de cabeza, edema por
retencion salina, etc). El unico efecto secundario que presentan es la tos debido
al efecto broncoconstrictor de la bradikinina. El grupo SH del catopril refuerza
este efecto secundario.

Actualmente se encuentran en desarrollo nuevos IECA que incorporan
ademas otros mecanismos; el SCH 54470 inhibe ademas de la angiotensina, el
enzima convertidora de endotelina y la endopeptidasa neutra. Asimismo, se
trabaja activamente en el desarrollo de peptidomiméticos inhibidores de la
renina, farmacoldgicamente mas seguros que los inhibidores del enzima de
conversion ya que no inactivarian la bradiquinina y, por consiguiente se
eliminarian los trastornos colaterales derivados del bloqueo de la sintesis de este
péptido.

109



Medicamentos. Pasado, Presente, Futuro

Angiotensinégeno

Receptores AT,
AAngiotensina | /

Angiotensina i

&-

Inhibidores ECA /
O

Losartan

Receptores AT,

Vasoconstriccién
Liberacion de aldosterona

Figura 43. Bloqueo de los receptores de angiotensina.

El bloqueo de los receptores de angiotensina constituye una estrategia
alternativa para controlar el proceso hipertensivo. Dentro de un proyecto
coordinado entre la Universidad de Osaka y Takeda Chemical Industries,
Furukawa y su grupo de investigacion describen, en 1982, que derivados
benzimidazol-5-acéticos inhiben el efecto presor de la angiotensina II. Sobre
esta base un grupo de Du Pont, en Delaware (EE.UU) prepara series de
derivados imidazdlicos del que resulté el DUP 753 (losartan) uno de cuyos
metabolitos (ESP 3174) es un bloqueante especifico del subtipo AT, de los
receptores de angiotensina II lo que evita la vasoconstriccion inducida por este
enzima asi como la liberacién de aldosterona (Figura 43).

Posteriormente surge una pléyade de andlogos donde la hipertension es su
principal indicacién, pero ensayos clinicos en curso sugieren extender sus
indicaciones al tratamiento del paro cardiaco y de las complicaciones vasculares
de la diabetes. El mercado de bloqueantes de los receptores de angiotensina II
esta siendo tan lucrativo que las principales compafiias farmacéuticas intentan
conseguir u obtener por licencia un producto en este campo terapéutico.

La sintesis del losartan constituye una valiosa aportaciéon de la Quimica
Orgénica moderna a la sintesis de medicamentos: acoplamiento Suzuki de
dibromobenzil imidazol a un 4cido fenilborénico portador de un fragmento
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tetrazol y posterior reduccion del producto resultante del acoplamiento (Figura
44) (104).
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Figura 44. Sintesis del losartan.
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3.7.1.3 INHIBIDORES DE ESTERASAS

El orlistat (xenical) es un potente inhibidor de las lipasas pancreaticas. La
administracién del formaco conjuntamente con las principales comidas reduce
la hidrélisis de triglicéridos e impide la absorcién de los 4cidos grasos. Se forma
en el intestino una fase oleosa persistente que contribuye a secuestrar el
colesterol colaborando asi en la reduccion de su absorcién. Tanto los
triglicéridos como el colesterol no absorbidos son eliminados en heces las
cuales son mas oleosas y con frecuencia se producen episodios de esteatorrea.
El orlistat es la tetrahidrolipstatina, un producto semisintético procedente de la
lipstatina, lactona con propiedades inhibidoras de lipasas aislada de
Sptreptomyces toxytricini por un equipo de microbiélogos de Roche, en Basilea
en los afios 80. La actividad de la lipstatina se incrementa cuando se eliminan
los dobles enlaces de la cadena lateral. El orlistat acila irreversiblemente las
lipasas por ataque de la B-lactona a los hidroxilos de la serina (105-107).

Orlistat

Las ventas del xenical, el formaco que iba a revolucionar el tratamiento de la
obesidad no han obtenido los resultados esperados, en particular en el mejor
mercado mundial, los EE UU con un gran porcentaje de gente gorda. Es por ello
que desde el verano del 2000 las acciones de Roche han caido de modo
espectacular. El orlistat forma parte de la categoria de medicamentos para el
bienestar (Lifestyle drugs) que son empleados para el tratamiento de situaciones
patologicas no agudas como depresion, obesidad, calvicie, impotencia, etc. Es
una categoria dificil de definir que estd creciendo rapidamente, con elevados
volumenes de ventas en el mercado farmacéutico mundial.

3.7.1.4 INHIBIDORES DE FOSFODIESTERASAS

Otro grupo de esterasas que constituyen dianas terapéuticas de gran valor
son las fosfodiesterasas que catalizan la hidrdlisis de restos fosfatos de segundos
mensajeros como el adenosil monofosfato ciclico (AMPc) o el guanosil
monofosfato ciclico (GMPc). Las bases xanticas (teofilina, cafeina) o la

112



Aproximaciones Modernas al Descubrimento de Medicamentos

papaverina son inhibidores no selectivos de fosfodiesterasas (PDE) que se han
empleado como estimulantes cardiacos.

Se han caracterizado diversas fosfodiesterasas, isoenzimas de las que se
conocen algunos inhibidores selectivos como amrinona, milrinona que lo son de
la PDE-II etc. Por farmacomodulacion del zaprinast uno de los pocos
inhibidores de cGMP-PDE, aunque débil y poco selectivo, un grupo de
investigacion de Pfizer dirigido por Terret obtuvo el sildenafilo (viagra),
inhibidor selectivo de la PDE-V una fosfodiesterasa de cGMP que se localiza en
las células musculares del corpus cavernosum del pene, de ahi su empleo en el
tratamiento de la disfunciéon eréctil (108). En la farmacomodulacién del
zaprinast se exploraron una amplia variedad de anillos. Al final se tuvo éxito en
el reemplazamiento del anillo triazol del sistema triazolo[4,3-d]pirimidina por
pirazol. Después, se introdujeron otros grupos (piperazinosulfonamido) con el
fin de mejorar la hidrosolubilidad y reducir la lipofilia.

Con el viagra nos acercamos a la piedra filosofal, aquel elixir de larga vida
con que sofiaban los alquimistas.

(0]
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En la tabla 7 se muestran algunos enzimas de significacion clinica y
farmacos que inhiben estos enzimas

Tabla 7. Enzimas de significacion clinica y farmacos inhibidores

Enzima Inhibider Uso clinico
Enzima conversion angiotensina Captopril Hipertension
DOPA descarboxilasa Carbidopa Enfermedad de Parkinson
Dihidrofolato reductasa Metotrexato Cancer
DNA polimerasa Citarabina Leucemia
HMG-CoA reductasa Lovastatina Hipercolesterolemia
B-lactamasa Acido clavulanico Infecciones penicilin-resistentes.
Xantinoxidasa Alopurinol Gota
Sa-reductasa Finasterida Hiperplasia benigna de prostata
Ciclooxigenasa-2 Celecoxib Inflamacion
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3.7.2. LOS INHIBIDORES ENZIMATICOS COMO APROXIMACIONES
INNOVADORAS AL TRATAMIENTO DEL CANCER

La investigacion sobre nuevos farmacos antineopldsicos suftié un importante
impulso en la década de los 90, consecuencia basicamente de

e Los avances en el conocimiento de los multiples y complejos
mecanismos implicados en el origen y desarrollo del conjunto de
procesos englobados bajo el término de cancer, conocimiento generado
fundamentalmente en las Universidades y Centros pulblicos de
investigacion y

e Desarrollo de la industria biotecnoldgica.

El nimero de Mayo de 1998 de R&D Directions publica una lista de 387
anticancerosos o productos relacionados con el cancer introducidos o en
desarrollo en 1997 y 1998. Muchos de estos productos son nuevas
formulaciones o sistemas de liberacion de viejos firmacos, p.ej, gliadel para
liberar mostazas nitrogenadas en tumores cerebrales), pero otros constituyen
aproximaciones innovadoras al tratamiento del cdncer. Un namero significativo
de estos antineoplasicos, que recientemente han sido puestos en el mercado
farmacéutico, incluyen agentes que actian estimulando la respuesta
inmunolégica mas bien que destruyendo células cancerosas (Tabla 8).

3.7.2.1 INHIBICION DE LA ANGIOGENESIS

La inhibicién de la angiogénesis constituye una de las estrategias mas
prometedoras que existen en la actualidad para combatir el cancer. Los
compuestos antiangiogénicos podrian paralizar el desarrollo de nuevos vasos
sanguineos y, por consiguiente, paralizar el desarrollo del tumor (109).

Angiogénesis es el proceso por el cual nuevos vasos sanguineos se generan a
partir de las células endoteliales (CE) de los vasos preexistentes que, en los
tejidos de adultos son inactivos. En los adultos, la angiogénesis ocurre
solamente en la regulacion del endometrio y en la cicatrizacion de heridas o en
condiciones patolégicas como artritis reumatoide, retinopatia diabética,
psoriaris y cancer.

El crecimiento de tumores sélidos mas alld de un tamafio minimo depende
del crecimiento de una red de vasos que proporcionan el fluido sanguineo
necesario para ese crecimiento; ademds la vascularizacién de tumores sélidos
permite la emigracién de células tumorales a través de la corriente sanguinea
pudiendo conducir a metastasis (110). Por consiguiente, la inhibicién selectiva
de la angiogénesis podria controlar el crecimiento del tumor estabilizando la
enfermedad y prevenir nuevos tumores metastasicos. Una ventaja adicional de
la terapia antiangiogénica se derivaria de su actividad efectividad frente a
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tumores solidos con resistencia intrinseca a la quimioterapia (prdstata,
melanoma) o adquirida (aproximadamente el 30% de los tumores solidos).4
Otra ventaja es que la vasculatura del tumor al estar unida a la vasculatura
general es mas facilmente accesible que la masa tumoral a donde llegan con
dificultad los agentes antitumorales. Incluso si la terapia antiagiogénica no
sirviera como terapia primaria en el tratamiento del cancer, seria una terapia
mas a afiadir a los actuales: quimioterapia, radioterapia y cirugia (111). El
comienzo o iniciacién de la angiogénesis trancurre con la liberacion de factores
angiogénicos de las célualas tumorales y de las células inflamatorias asociadas.
Estos factores son el BFGF (basic fibroblast growth factor), VEGF (vascular
endothelial growth factor) y a-TNF (tumor necrosis factor). Estos factores se
unen a los receptores especificos de la membrana celular, tirosin kinasas, que
activan el resto de las EC conduciendo a las fases invasiva y proliferativa de la
angiogénesis.

El turnover de las células endoteliales normales es de tres afios mientras que
el de las activadas en el proceso de angiogénesis es de aproximadamente tres
dias. Estas fases estan caracterizadas por un incremento de la mitosis celular,
migracion hacia el estimulo angiogénico, liberacion de metaloproteinasas
(colagenasas, gelatinasas) que degradan la membrana basal y permiten la
invasion de la matriz extracelular del endotelio. Los procesos de migracion
celular proliferacion y diferenciacidon son controlados por las moléculas de
adhesion celular (cell adhesion molecules, CAM) una familia de receptores de
transmembrana entre los cuales juegan un importante papel las integrinas.

De acuerdo con los conceptos precedentes, las estrategias antiangiogénicas
encaminadas a frenar el crecimiento y mantenimiento de la vascularizacion del
tumor son:

e Inhibir la actividad de los reguladores positivos.
e Usar los propios reguladores negativos como agentes terapéuticos.

e En lo que se refiere a la primera estrategia, hemos de considerar los
Antagonistas de las integrinas.

e Inhibidores de metaloproteinasas.

3.7.2.1.1 ANTAGONISTAS DE LAS INTEGRINAS.

Se conocen unas veinte integrinas, glicoproteinas, heterodimeros de dos
subunidades a y B. Estudios recientes demuestran que la integrina avf; inhibe la
angiogénesis (112). El receptor de la integrina avf};, vitronectina es muy similar
al fibrin6geno, receptor que se encuentra en la membrana de las plaquetas y que
es el receptor de la glicoproteina IIb/Illa. Estas glicoproteinas reconocen la
secuencia del tripéptido Arg-Gli-Asp, (motivo RGD) que, repetidamente esta
presente en sus ligandos (vitronectina, fibrindgeno, fibronectina). El motivo
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RGD ha sido usado para el disefio de antagonistas de ambas integrinas donde la
longitud del espaciador entre arginina y aspartico permite un disefio selectivo
(113).

Arginina—~@licina—Aspartico

0

distancia critica Siempre COOH
para antagonistas terminal
avby : 156 A

Puede ser reemplazado
por otros fragmentos basicos.

Cilentigida es un pentapéptido ciclico sintetizado por Merck que reconoce el
motivo RGD. Se encuentra en fase clinica II en enfermos de céncer de pulmén
de células pequefias, pancreas, tumores cerebrales y otros tumores sélidos (114).
Aggrastatt (tirofiban) recientemente comercializado, es un antagonista del
receptor plaquetario Gpllb/Illa que previene la trombosis arterial estando
indicado en el tratamiento de enfermos que padecen angina inestable.
Eptifibatida ha sido también recientemente comercializado como antagonista
GplIb/Illa para el tratamiento del sindrome agudo coronario.

3.7.2.1.2 INHIBIDORES DE METALOPROTEINASAS

Las metaloproteinasas (MMPs) son una familia de endopeptidasas con zinc
en el sitio activo que degradan las biomoléculas que forman la membrana basal
y permiten la invasién de la matriz extracelular del endotelio bajo condiciones
fisiologicas y patoldgicas. Se cree que son esenciales en los procesos invasivos
de la angiogénesis y metdstasis tumoral. En particular la sobreexpresion y
activacién de gelatinasas (MMP-2 y MMP-9) estd asociada con la
neovascularizacion e invasion asi como diseminacion de canceres humanos. El
control de la actividad de MMPs por administracion de inhibidores ha generado
un considerable interés como posibles nuevos anticancerosos no citotéxicos que
bloquearian la invasiéon del tumor y la generacién de nuevas metdstasis. La
actividad de las MMPs esta regulada por inhibidores genéricamente conocidos
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como TIMPs (tissue inhibitors of metalloproteinases). Un desequilibrio en el
balance entre MTPs y sus inhibidores naturales constituye un factor importante
en la manifestacion de numerosas enfermedades que implican la degradacién de
los componentes de la matriz extracelular: osteoartritis, artritis reumatoide,
angiogénesis, enfisema pulmonar, ulcera corneal, ruptura de placas de ateroma,
aneurismas de aorta y enfermedad periodontal. La investigacion en esta area es
muy intensa (115,116). Estructuras que interaccionan con el 4tomo de zinc
como peptidomiméticos, 4acidos carboxilicos, acidos hidroxamicos, tioles,
fosfonatos estdn en fases clinicas I y II. Uno de ellos es el prinomastat de
Agouron, representado en la Figura 45 para gelatinasa donde, en una reaccién
mediada por el zinc, el inhibidor se une por unién covalente, irreversible, a un
sitio activo de un resto glutamato (116 a, b).
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Figura 45. Inhibicién de metaloproteinasas.

3.7.2.1.3 INHIBIDORES DE TIROSIN QUINASAS.

Las protein kinasas son una familia de al menos 200 enzimas que juegan un
papel crucial en la transduccién de sefiales asi como en la proliferacion celular,
diferenciacién y otros mecanismos de regulacién y constituyen excelentes
dianas para el descubrimiento de nuevos fairmacos. En los ultimos afios se han
caracterizado un conjunto de tirosin kinasas algunas de las cuales han sido
implicadas en procesos de neovascularizacién (117,118).

En lo que se refiere a la segunda estrategia, los péptidos endostatina y
angiostatina son objeto de estudios clinicos actuales.

3.7.2.1.4 PEPTIDOS:ENDOSTATINA Y ANGIOSTATINA

Folkman y cols. de la Universidad de Harvard demostraron en 1998 que los
péptidos naturales angiostatina y endostatina producian una notable regresion de
tumores en ratones. Angiostatina y endostatina son péptidos procedentes de la
fragmentacion de plasmindgeno y coldgeno, respectivamente que se encuentran
en los tumores; inhiben su crecimiento y previenen la formacion de metastasis.
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Este descubrimiento de Folkman recibié una gran publicidad en la prensa
americana en 1998. Ambos péptidos frenan el crecimiento tumoral en una
amplia gama de tumores sélidos, en modelos preclinicos, y esta reduccidn es
sinérgica con la aplicacion simultinea de radiacién (120). La endostatina se
encuentra en fase clinica II en varios hospitales de los EE.UU.

3.7.2.1.5 INHIBIDORES DE FARNESILTRANFERASA

La proteinfarnesil transferasa es otra diana a la que se dirigen los esfuerzos
de biisqueda de nuevas terapias anticancer.

La adicién de restos farnesilo ( 3 unidades isoprénicas, 15 carbonos) a
proteinas es catalizada por la proteinfarnesil transferasa y esta reaccioén permite
el anclaje de proteinas a las membranas celulares. Como consecuencia de este
anclaje se producen sefiales que se traducen en un estimulo de la tranformacién
y proliferacion celulares. Estas proteinas farnesiladas tienen un diverso espectro
de funciones e incluyen ras, rho, rhodopsin kinasa y otras pequeiias proteinas G.

Actualmente se sabe que tres proto-oncogenes ras codifican cuatro proteinas
ras, H-ras, N-ras y dos variantes. Mutaciones de estos oncogenes ras codifican
proteinas ras que estimulan notablemente la proliferacién celular e inhiben la
apoptosis (muerte celular fisioldgica). Oncogenes ras con mutaciones se han
identificado en un 30% de tumores humanos. Las mutaciones de los K-ras son
frecuentes en carcinomas de recto, pancreas, pulmon; las de H-ras en vejiga,
rifién, tiroides, etc.

Como consecuencia del papel de la famesilacién en la activacién de las
proteinas ras, su bloqueo constituye una estrategia atractiva para evitar la
transformacién y proliferacion celular dependiente de ellas. En este sentido los
inhibidores de la protein kinasa han emergido recientemente como una nueva
clase de agentes antineoplasicos y se encuentran en diversos estadios de ensayos
clinicos. La naturaleza quimica de estos inhibidores es heterogénea
predominando los peptidomiméticos (121).
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3.8 OLIGONUCLEOTIDOS

Un gen (un segmento de ADN) se expresa a través de transcripcién a
mARN, el cual ejecuta la traduccion a una proteina. La traduccion puede ser
inhibida por un nucleétido complementario con la secuencia de bases puesta en
antiparalelo (antisense) al mARN que se quiere bloquear (Figura 46). La
longitud minima de un nucledtido para unirse a una secuencia de bases del
mRNA es de unas 15-20 bases de ahi el nombre de oligonucleotidos con el que
se conocen estos productos (122). Se obtienen en gran escala por sintesis
combinatoria y se purifican por cromatografia liquida de alta eficacia o
electroforesis sobre gel de poliacrilamida (123).

ADN

Bloqueo
de la sintesis |
de proteinas

@v Transcripciéon

m ARN

)“t Farmaco
« antisentido
{Cligonucleodtido)

\

Traduccion ;%;\

Proteina

pepauha;ug

AAAA

radicional

-

Farmaco

Figura 46. Farmacos antisentido.
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La terapia antisense ha llegado a ser una realidad con la reciente
comercializacion del formivirsen desarrollado por Novartis para el tratamiento
local de la retinitis por citomegalovirus, una enfermedad oportunista de
enfermos de SIDA.

Con mas de 20 afios de estudios la terapia antisense tiene una gran
potencialidad en el tratamiento del cancer, enfermedaes inflamatorias,
desordenes neurologicos, etc.

La principal ventaja de la terapia antisense es que los compuestos actiian
sobre la enfermedad en su origen genético impidiendo que el gen exprese su
producto, la proteina (enzima). Este modo de accion, contrasta con el de los
medicamentos convencionales que solo actiian sobre las manifestaciones de la
enfermedad por bloqueo de las proteinas una vez que estas se han sintetizado.

La terapia antisense difiere de la terapia génica standard porque no puede
producir nuevas proteinas ya que bloquea la expresion de los genes existentes.
El principal inconveniente de los compuestos antisentido es la necesidad de
liberarlos en su lugar de accién. Se trabaja activamente en la investigacion y
desarrollo de sistemas de liberacion en especial en el de preparaciones orales.
Los oligos recientes, como los morfolinoderivados ofrecen la ventaja de ser
hidrosolubles y estables.

3.9 MEDICAMENTOS PRODUCIDOS POR RECOMBINACION DE
ADN

Estos medicamentos son obtenidos por biotecnologia, un proceso en el que
se emplean organismos vivos para obtener productos comerciales. Uno de los
procesos biotecnolégicos mas antiguos es la fermentacion mediante el cual se
fabrica el pan, el queso, el vino o la cerveza. Pasteur, en 1860 descubri6 que los
microorganismos eran los agentes causantes de este proceso. Cién afios mas
tarde, debido a los avances de ciencias como la Microbiologia, la Biologia
Molecular, la Genética, la Ingenieria, la Biotecnologia adquirié un importante
desarrollo que se acelerd en los ultimos 30 afios. Dos procesos innovadores
marcan este impresionante desarrollo. El primer proceso es el de recombinacién
genética o recombinacion de ADN desarrollado en 1973 por P. Berg (124) y en
1975 por S. Cohen y H. Boyer (125a), todos de la Universidad de California en
San Francisco. Béasicamente, mediante enzimas de restriccién se cortan las
cadenas de ADN de una célula por lugares especificos, luego mediante enzimas
ADN-ligasas se unen a otros fragmentos de ADN para formar un ADN nuevo,
inédito, llamado ADN recombinante que se introduce en otra célula donde, al
unirse a su genoma, le transmite sus propias caracteristicas. Asi, las proteinas
ahora producidas, proteinas recombinantes vienen codificadas por el nuevo
ADN que se introdujo.
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Este descubrimiento histérico sentd las bases para el uso de bacterias como
fabricas o factorias productoras de proteinas terapéuticas y sirvié de guia en la
busqueda del conocimiento de la relacion entre la estructura de genes
individuales y las proteinas que codifican.

Otro importante descubrimiento innovador fue la 1lamada fusion celular (cell
fusion) técnica realizada en 1985 por los investigadores britanicos Kholer y
Milstein que les supondria el premio Nobel de Medicina (125b). Mediante esta
técnica se consiguen anticuerpos monoclonales. La técnica consiste en fundir
in vitro linfocitos B de bazo de ratdn sensibilizados con antigeno especifico con
una célula cancerosa, una variante celular de mieloma. El resultado de la fusion
es un hibridoma, una célula que combina la capacidad de produccién de un
anticuerpo determinado propio del linfocito B con la capacidad de la célula de
mieloma de reproducirse casi hasta el infinito. Tenemos asi una fuente casi
inagotable de anticuerpos. Estos anticuerpos se usan para localizar dianas
especificas con fines terapéuticos (antiinfecciosos, anticancerosos,
inmunosupresores), tal como tumores, y como transportadores para llevar los
farmacos alli donde est4 el tumor. De este manera, los anticuerpos funcionan a
modo de balas magicas. jEl viejo suefio de Ehrlich hecho realidad 100 afios
después!

La investigacion en Biologia Molecular naci6 y florecio en las instituciones
académicas. Muchas pequefias y emprendedoras compafiias de biotecnologia
nacieron a partir de grupos de investigacion de Universidades para aplicar las
técnicas biotecnologicas descubiertas en los Laboratorios académicos en la
producciéon de nuevos farmacos. Boyer, por ejemplo cre6 Genentech y Berg
fund6 Amgen. Algo parecido ha ocurrido con pequefias empresas quimicas que
se han dedicado a la produccién de catalizadores quirales o a la Quimica
Combinatoria (Synthon Chiragenics, Chiragene, etc; Synthon Chiragenics fue
fundada por el Profesor de Quimica Organica de la Universidad del Estado de
Michigan, Prof. Hollingsworth).

Histéricamente el primer medicamento obtenido por tecnologia ADN
recombinante autorizado por la FDA fue la insulina humana. En 1978, Gilbert
de la Universidad de Harvard logra aislar el gene productor de la insulina en la
rata y lo transfiere a la bacteria Escherichia coli que lo incorpora a su genoma y
puede entonces, en su crecimiento, producir insulina en grandes cantidades
(126). Después Genentech hace lo mismo con el gen de la insulina humana.
Béasicamente, los genes que codifican para las dos cadenas de aminoacidos de la
insulina A y B se insertan, via plasmidos en el genoma de E.coli detras de los
que dirigen la sintesis de f-galactosidasa. Asi las dos cadenas nuevas
producidas quedan fusionadas a la f-galactosidasa por lo que es necesario
separarlas. Después ambas cadenas A y B se juntan para formar la hormona. En
1983, Genentech, empresa biotecnologica pequefia, no es capaz de producir
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insulina humana en gran escala y concede licencia a Lilly para que ésta la
fabrique. Algo parecido pasa con el o-interferén que Roche pone en el mercado
en 1986. Después, ya ellas mismas fueron adquiriendo su propio desarrollo y,
bién auténomas o bien como filiales de las grandes compafiias farmacéuticas,
empezaron a fabricar sus propios productos.

Aplicando la tecnologia de recombinacion genética a bacterias, hongos®,
cultivos celulares, animales transgénicos o plantas transgénicas ha sido posible
la preparacion de numerosas proteinas terapéuticas, proteinas recombinantes,
como hormona de crecimiento, interferones, activador de plasminégeno (tPA),
eritropoyetina, factores hemofilicos, etc (Tabla 8).

Tabla 8.Algunos productos biotecnolégicos comercializados.

Compaiiia Producto Indicacién
Insulina Diabetes
Hormona de crecimiento Deficiencia
DNAasa Fibrosis
Genentech Activador de plasmindgeno (tPA) Infarto agudo de miocardio
Rituximab (Rituxan) Linfoma no Hodking
Trastuzumab (Herceptina) Cancer de pecho
B-interferon Esclerosis multiple
Chiron Interleuf:ina 2 (aldesleucina) Céncer renal
Proleukin
Amgen Eritropoyetina Anemia
Genetics Institute  Interleucina 11 Trombocitopenia
.. Oclusion vascular después de
Centocor At;lc.lx.lmib Remi angioplastia
Infliximab (Remicade) Enfermedad de Crohn

* La manipulacién genética de microorganismos para producir proteinas de mamiferos ha

permitido demostrar que el género Streptomyces es capaz de producir proteinas extracelulares
heterélogas que pueden recogerse del caldo de cultivo (127). Streptomyces lividus produce
interleucinas, factor de necrosis tumoral (TNF), pro-insulina, con rendimientos
impresionantes de hasta 20-100 mg/! de caldo (128)
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3.9.1 GRANJAS FARMACKEUTICAS TRANSGENICAS

Siguiendo el primer ratén transgénico, a principios de la década de los 80, se
introdujeron genes humanos en conejos, cabras, ovejas, cerdos, vacas, etc. Para
producir proteinas humanas. El gen que expresa la proteina deseada, o un
fragmento de ADN que contenga una copia del gen humano responsable de la
sintesis de esa proteina, se introduce en un ¢vulo fecundado del animal, en la
region prontcleo macho y el 6vulo transfectado se implanta en el utero del
animal hembra previamente inducido hormonalmente. El embridén entonces
expresa el gen humano en la correspondiente proteina humana especifica. La
expresion puede controlarse de forma que ocurra solamente en cierta parte del
cuerpo, p. €j. glandulas mamarias, mediante la unién de una secuencia
promotora apropiada al gen humano, o a la copia, antes de la transfeccion al
ovulo fertilizado. La funcion de este promotor es asegurarse que el gen humano
se activard Unicamente en el tejido mamario del animal. Una vez que el
embarazo llega a su término y se inicia la lactancia, la proteina humana aparece
en la leche del animal de donde se aisla (129). Sin embargo, actualmente, la
técnica de clonacion por transfecciéon de nucleos de células genéticamente
modificadas resulta mas ventajosa. Con esta Ultima técnica, los investigadores
del Roslin Institute de Edimburgo obtuvieron por primera, en 1997, ovejas
transgénicas procedentes de nucleos de fibroblastos fetales a los que se les habia
introducido el gen humano que codifica para el factor IX de la coagulacion
(130). Los resultados de estos autores demostraron ademas que la utilizacion de
la técnica de la clonacion de nicleos modificados genéticamente es mucho mas
eficaz que la técnica original de microinyeccion de ADN en el prontcleo
masculino del embrion.

Posteriormente, con estas técnicas se ha conseguido que la leche de las
hembras transgénicas contenga también otras proteinas terapéuticas humanas
que pueden ser facilmente separadas de las restantes proteinas propias del
animal. Asi se han conseguido a;-antitripsina de la que pueden beneficiarse
enfermos de enfisema pulmonar, factores antihemofilicos VIII y IX, (para
personas hemofilicas), proteina C (para enfermos con deficiencia congénita),
factor activador de plasminogeno, etc. Estas proteinas son dificiles de
conseguir, y por consiguiente muy caras, ya que estan presentes en la sangre del
donante en cantidades muy pequefias.

Ademas, es preciso sefialar que el animal transgénico no se ve perjudicado
en su desarrollo porque el gen humano se expresa solamente en las células de
las glandulas mamarias debido al promotor (regulador) especifico que se le ha
unido y, por tanto, en las restantes células del animal no se sintetiza la proteina
humana al estar silenciado el gen humano. En consecuencia, el animal ha sido
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convertido en una granja biorreactor sin, en principio, ningéin perjuicio aparente
para €l.

TRANSFERENCIA IMPLANTACION EN OVEJA
GENICA NODRIZA

DESCENDIENTES TRANSGENICOS
QUE PRODUCEN LA PROTEINA
EN SUS GLANDULAS MAMARIAS

T
PN

vee

LECHE PURIFICACION DE LA PROTEIN MEDICAMENTO

Figura 47. Obtencién de a-antitripsina a partir de ovejas transgénicas. (De Investigacion
y Ciencia, noviembre 1997).

Las primeras granjas farmacéuticas fueron establecidas por compafiias
biotecnologicas como Pharmaceuticals Proteins Ltd en Escocia (ovejas), Gene
Pharming Europe en Holanda (vacas), Genzyme Transgenics, en EE.UU.
Genzyme ha expresado 25 proteinas tansgénicas en varios mamiferos. Pharming
ha comercializado a-glucosidasa, cuya deficiencia causa una enfermedad
incurable, letal, llamada enfermedad de Pompe caracterizada por distrofia
muscular progresiva.

124



Aproximaciones Modernas al Descubrimento de Medicamentos

Figura 48. Granja transgénica

Hay una cierta tendencia a la utilizacion de cerdos transgénicos dado su
corto tiempo de gestacion (cuatro meses), el intervalo generacional (un afio) y el
mayor tamafio de las camadas (10-12 lechones). Teniendo en cuenta que una
cerda lactante puede producir 1 g de proteina C por litro de leche y que por
término medio produce 300 litros de leche al afio nos podemos dar una idea de
la potencialidad econdmica de las granjas transgénicas; el mercado actual de las
proteinas terapéuticas esta alcanzando cifras en torno a los 20.000 millones de
délares en 1999.

A modo de conclusion, podemos establecer dos consideraciones:

e La produccion de farmacos por tecnologia transgénica, obviamente de
naturaleza proteica, claramente sera un importante componente del nuevo
ambito en el que se va a desenvolver el area del descubrimiento de
farmacos en el préximo futuro.

e [aotra utilidad de los animales transgénicos se deriva de que podréan ser
modelos animales de enfermedades humanas y su utilizacion llegara a ser
rutinaria en los ensayos preclinicos del complejo proceso del
descubrimiento y desarroilo de medicamentos.

3.9.2 PLANTAS TRANSGENICAS PARA LA PRODUCCION DE
FARMACOS

Del mismo modo que los animales pueden ser utilizados para producir
proteinas terapéuticas también las plantas pueden servir de reactores.
Técnicamente, 1a produccion de proteinas farmacéuticas a partir de plantas es
perfectamente factible. Basicamente, la ingenieria consiste en introducir el gen
de la correspondiente proteina humana en el genoma de la planta que, al
cultivarse produce una importante biomasa que contiene la proteina en cuestion.
La planta del tabaco ofrece la posibilidad de producciones en gran escala porque
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e Esuna excelente productora de biomasa.

* Es una prolifica productora de semillas (las semillas de 4-5 plantas son
suficientes para sembrar una Ha de cultivo)

e La cosecha se recoge a los seis meses.

En el laboratorio se han obtenido proteinas terapéuticas, anticuerpos
monoclonales, etc de planta del tabaco pero a escala industrial deben resolverse
todavia problemas tales como almacenamiento de las hojas, interferencia de los
alcaloides en el proceso de aislamiento y purificacion, etc (132).

En esta area de aislamiento del gen, clonacion y transfeccién es posible
alterar el codigo genético por modificacion de un nucledtido mediante, p.ej.
alquilacion, reemplazamiento isostérico en una base o en varias (mutacion) o
por insercion o eliminacion de un nucledtido base o de una secuencia. Los genes
resultantes se expresan o en proteinas diferentes o en no proteinas. Estas
posibilidades abren un amplio abanico de oportunidades en el descubrimiento
de farmacos.

3.10 TERAPIA GENICA

También llamada ferapéutica genética se basa en el reemplazamiento o
correccion de un gen defectuoso en una célula somatica. Basicamente se
identifica el gen defectuoso que produce la enfermedad genética, se aisla el gen
normal que se transfiere en dosis adecuadas al lugar idéneo. Generalmente se
transfiere un plasmido, un DNA que se ha manipulado de forma que contenga la
secuencia del gen que queremos introducir. El punto clave de la terapia génica
es el del transporte del gen el cual se realiza con un vector o portador que puede
ser un virus (adenovirus, retrovirus) o bién material no viral como liposomas,
lipoplexos etc.

Objetivos de la terapia génica son las enfermedades hereditarias (fibrosis
cistica, hemofilia, distrofia muscular, hipercolesterolemia familiar, etc ) y el
cancer. Aunque el cidncer no es una enfermedad hereditaria, si es una
enfermedad genética en su fundamento siendo la mutacién de genes la causa de
la proliferacion de células cancerosas que carecen del control de crecimiento de
las células normales. Este crecimiento anormal ocurre a causa de

* Activacion anormal de los genes promotores de crecimiento (oncogenes).
o Pérdida de los genes supresores del crecimiento.

Actualmente se conocen 100 oncogenes y uno 10 genes supresores que
pueden ser hereditarios o producirse como consecuencia de una mutacién. A
medida que se conozcan se podran ir corrigiendo sus mutaciones. La
investigacion en este campo es muy intensa (133).
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En la utilizacién de vectores es en donde la terapia génica ha de resolver
numerosos problemas (134). Si bien el virus lleva el gen a la célula diana,
nuestro sistema inmune puede reaccionar frente a la proteina viral* Varias
alternativas a los vectores viricos como sistemas de transporte y liberacién estan
actualmente en estudio. Falgner (135) ha estado estudiando complejos de DNA
y lipidos no inmunoldgicos llamados lipoplexos. Estos vectores junto con los
liposomas son, al parecer mas seguros, mas faciles de purificar y manipular pero
hasta el momento presentan una eficacia de transferencia del pldsmido menor
que los vectores viricos.

He aqui algunas algunas de las dificultades que habrd que superar antes de
que la terapia génica sea una terapéutica rutinaria, pero no cabe duda que quizis
en un futuro no muy lejano su papel sera realmente importante.

3.11 FARMACOGENETICA Y FARMACOGENOMICA

El Proyecto Genoma Humano ha abierto nuevas posibilidaes al proceso de
descubrimiento y desarrollo de nuevos farmacos.

La Farmacogenética estudia las bases genéticas de la diversidad
interpersonal de la respuesta terapéutica y tolerancia a los medicamentos
mientras que la Farmacogenémica busca las bases genéticas de la enfermedad
para identificar nuevas dianas terapéuticas y desarrollar agentes farmacoldgicos
que actten sobre ellas.

Del estudio de 1la Farmacogenética se derivara el conocimiento de factores
clave determinantes de las propiedades farmacocinéticas y farmacodindmicas de
los medicamentos. Con ella se termina con el postulado basico de la
Farmacologia clinica de que los medicamentos se comportan igual en todos los

* La muerte de Jesse Gelsinger. En setiembre de 1999 un joven de 18 afios natural de Tucson

(Arizona) murid, no a causa de su enfermedad, sino a consecuencia de la terapia génica que se
le aplicé. Gelsinger padecia una deficiencia en ornitil transcarbamilasa como consecuencia de
la cual no metaboliza amoniaco, que se acumula en el higado. Esta deficiencia de origen
genético generalmente es fatal a los pocos dias del nacimiento pero la de Gelsinger no era
grave y fue sobreviviendo a base de muchos farmacos y una dieta rigurosa. Era un buen
candidato para terapia génica. Se le administrd el gen sano de la ornitil transcabamilasa
utilizando adenovirus como vector (piggy-backed to adenovirus, llevado a hombros de un
adenovirus). Sufri6 una severa reaccion al virus y murid a consecuencia de fallo
multiorganico. (Posteriormente se supo que, en los ensayos previos, habia muerto un mono de
los varios con los que se hicieron ensayos clinicos). Como consecuencia de la muerte de
Gelsinger se entablé en los EE UU una fuerte polémica resultado de la cual el NIH’s
Recombinant DNA Advisory Committee (RAC) y la FDA exigen medidas muy rigurosas en la
salvaguarda de los pacientes sometidos a ensayos de terapia génica. (Un relato pormenorizado
se encuentra en N. Johston The ethycs of gene therapy. A well publicized death brings up
important questions. Modern Drug Discovery. Mayo 2000.)
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individuos y establece como hip6tesis de trabajo la necesidad de clasificar a los
individuos en distintas categorias en funcién de sus genotipos (y consiguientes
fenotipos) relacionados con las rutas metabélicas sobre las que actian los
medicamentos o que son utilizados por los mismos para su activacién y/o
eliminacién. Existen muchos ejemplos de esta realidad relativos tanto a
diversidad de eficacia clinica como a toxicidad de diversos compuestos. El
ltimo objetivo de la Farmacogenética es la sustitucién del actual sistema de
ensayo y error en la seleccion y dosificacion de medicamentos por otro en el
cual partiendo de un correcto diagnéstico clinico, el médico sea capaz de
evaluar el genotipo del paciente y determinar qué medicamento conseguird un
balance mas adecuado entre su nivel de eficacia y su riesgo de producir
reacciones adversas en ese paciente en concreto. En definitiva, es la bisqueda
de medicamentos personalizados (136).

Los datos del genoma proporcionan informacién sobre los genes pero no
sobre su funcion. El estudio de la regulacion génica, de las secuencias
moduladoras que especifican donde , cuando y por cuanto tiempo un gen se
expresa 0 no se expresa sera cada vez mas decisivo. La protedmica sera un area
clave, decisiva ya que no se puede llegar a entender los mecanismos
moleculares responsables de la funcién (y la disfuncién) de los seres vivos solo
utilizando 4cidos nucleicos. Los objetivos serdn, en este caso, identificar los
niveles y modificaciones de las 10.000 a 20.000 proteinas que, por término
medio expresa cada tipo celular, asi como su regulacién y alteraciones en
circunstancias patologicas, su localizacién y dinamica celular, sus interacciones
mutuas y su estructura tridimensional (Figura 49).

Genomica estructural Protedmica

Bibliografia

C

[11 millones de referencias]

Gendmica funcional
DNA arrays
SNPs

Bioinformatica

en los ultimos cinco afios

Redes de interaccién
de proteinas

Figura 49. Gendmica y Protedmica.
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La Farmacogenomica busca descubrir las bases genéticas y los mecanismos
moleculares de la enfermedad que permitan definir las dianas terapéuticas y
desarrollar farmacos que actuen de forma especifica y altamente eficaz sobre
tales dianas.

Recientemente se ha desarrollado una estrategia basada en la definicion y
utilizaciéon de mapas de alta densidad de polimorfismos SNPs (Single
Nucleotide Polymorphism, SNPs). Los SNPs constituyen la forma mas sencilla
y, a la vez la mas frecuente, de variabilidad genética entre distintos individuos
de una misma especie. Consisten en el cambio de una sola base nucleotidica en
el contexto de una secuencia genética, por ejemplo, uno cada mil bases. Los
SNPs poseen una serie de propiedades muy interesantes que los convierten en
excelentes marcadores topograficos para el andlisis sistematico del genoma:

e Simplicidad (cambios quimicos elementales faciles de identificar).
e Estabilidad (se mantienen de generacion en generacion).
e Distribuciéon homogénea ( se encuentran en todo €l genoma).

e Frecuencia (aproximadamente uno cada mil bases, unos 3 millones de
SNPs en el genoma humano).

Sobre la base de estas propiedades es posible elaborar un mapa de SNPs de
todo el genoma con lo que se dispondria de un marcador topografico (similar a
los puntos kilométricos de una red de carreteras) que permita al investigador
situar inequivocamente el segmento del genoma que estd estudiando en ese
momento. Si ese mapa de SNPs es de alta densidad, es decir la distancia es
relativamente corta sera relativamente sencillo caracterizar en detalle un cambio
genético relacionado con una determinada enfermedad que se encuentre en
cualquier region del genoma. La aplicacion de la tecnologia de SNPs permite 1)
identificar regiones genéticas asociadas con el desarrollo de determinadas
enfermedades, 2) para mejoras farmacogenéticas en medicamentos
personalizados mas eficaces y seguros que puedan ajustarse a las peculiaridades
genéticas de cada paciente que los necesite. Cada individuo tendra su propio
carnet de identidad de SNPs. 3) Desarrollo de sistemas diagndsticos.

En un reciente estudio multicéntrico en el que han intervenido ocho redes
internacionales de unidades clinicas, laboratorios académicos de analisis de
muestras y centros epidemiolégicos en todo el mundo la compafiia Glaxo ha
identificado segmentos del genoma de dimensiones reducidas relacionados con
enfermedades tales como Alzheimer, diabetes, migraiia. En estas zonas se
observa una asociacion estadisticamente muy significativa entre determinados
SNPs localizados en las mismas y el padecimiento de la enfermedad. En todas y
cada una de estas regiones se han identificado uno o mas genes cuya relacion
con la enfermedad se estd investigando. Una vez conocido el gen o genes
responsables de la enfermedad se podra conocer la proteina o proteinas que
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codifican con lo que podremos disponer de la diana o dianas con las que iniciar
¢l complejo proceso de disefio racional de farmacos frente a las mismas.

Secuencia
del candidato
a diana

Produccion
de proteina

Decubrimiento
de ligandos

Ensayos
bioldgicos

Ligando
terapéuticamente
activo

Candidato Diana
a farmaco : validada

La estrategia
gendémico-quimica

Programa
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4. FARMACOS QUIRALES

La quimica quiral constituye también una avenida para el desarrollo de
nuevos farmacos. Viejos farmacos racémicos se estan comercializando como
enantiomeros sencillos en muchos casos con nuevas etiquetas y precios. La
venta mundial de farmacos quirales crece continuamente: en 1998 fue de 61
billones de dolares y en 1999 de 115 estimindose que en el 2003 sera de 140
billones de ddlares (137).

Actualmente, ya en el proceso de desarrollo del farmaco se valoran las
posibilidades de cada enantiémero, en el caso de que las nuevas entidades
quimicas sean quirales. En estos casos, la estereoquimica del ligando se disefia
previamente en las etapas de modelizacion molecular usando las representaciones
tridimensionales de la diana. Este es el caso de los inhibidores de las HIV-
proteasas, de los inhibidores de las ciclooxigenasas (COX-1 y COX -2), etc.

Los primeros quimico-farmacéuticos y los primeros farmacdlogos se dieron
cuenta de la importancia de la estereoquimica en la evaluacién biol6gica de los
compuestos naturales activos (138). En 1904, el Prof. Cushny de la Universidad
de Edimburgo encontré que las acciones farmacolégicas de la (-)-hiosciamina y
de la hiosciamina racémica, (atropina), que procede, en parte, de la
racemizacion de la Jevohiosciamina durante los procesos de extraccion, diferian
sustancialmente y pensd que el (+)-enantidémero era inactivo. Posteriormente, en
1920, con muestras mas puras de ambos enantidmeros encontré que mientras el
(-) era mas activo en el sistema nervioso periférico, el (+)-enantidmero era
estimulante del sistema nervioso central. Cushny extendid estos estudios a la
adrenalina sintética (epinefrina, para los anglosajones) comprobando, en 1908,
que la (R)-(~) adrenalina natural era dos veces mas activa que la sintética,
racémica. A partir de entonces, la estereoquimica de los farmacos, de origen
natural o sintético y la estereoselectividad de su accién constituyen una parte
esencial de la Quimica Farmacéutica.

El interés y la relevancia de la estereoquimica en la accién farmacoldgica
sufre un fuerte impulso cuando en la década de los 50 Ahlquist define la
existencia de dos clases de receptores adrenérgicos y comprueba que la
noradrenalina y adrenalina naturales, que son R-(—) enantiémeros, tienen una
actividad 150 (receptor a) a 300 (receptores f3) veces superior que sus formas S-
(+). Sin embargo, la quimica sintética dirigida a la obtencion de nuevos
farmacos no tenia en cuenta la estereoquimica, de tal forma que la mayoria de
los medicamentos quirales se comercializaban como racémicos a no ser que las
diferencias de actividad de los estereoisomeros fueran muy grandes (o
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antagoénicas o €] otro enantidmero fuera toxico) y la produccién industrial lo
permitiera; entonces se comercializaba el enantiémero adecuado, por ejemplo,
levoadrenalina, dextropropoxifeno, dextroclorfeniramina, etc. A principios de
los afios ochenta, el farmaco6logo holandés Ariens (139) llama la atencién de la
importancia de la estereoquimica en la accion de los firmacos y postula
diversos principios, los cuales, en esencia, establecen que:

® Los medicamentos racémicos contienen un 50% de impurezas. Un
enantiémero es activo (eutdmero) y el otro, el antipoda, es inactivo
(distomero) y constituye un lastre (ballast) e, incluso puede ser toxico.

e Descuidar los aspectos estereoquimicos de la accién de los farmacos,
incluyendo metabolismo, excrecidon, etc degrada muchos estudios
farmacocinéticos a tonterias seudocientificas (highly sophisticated
pseudoscientific nonsense).”

Las ideas de Ariens constituyeron un revulsivo y condujeron a una vigorosa
discusion sobre la base argumental, racémico versus enantidomero, entre sectores
académicos, industria farmacéutica y autoridades sanitarias encargadas del
registro resultado de la cual fue la consideracién de las ideas de Ariens como
demasiado simplistas y, en muchos casos, exageradas. La situacion actual en
relacion con el otro enantiémero es la siguiente.

e El enantiomero 1 es activo v el enantiémero 2 es toxico.

Los dos enantiémeros del anestésico local bupivacaina son equipotentes
como anestésicos locales pero la cardiotoxicidad se concentra en el isémero
R)-(+).

La ketamina es anestésico. La (R)-(-)- ketamina tiene un 30% de la actividad
anestésica de la (S)-(+) pero los efectos indeseables de la ketamina tales como
alucinaciones, ilusiones visuales, suefios vivos se atribuyen a la (R)-(-). La (S)-
(+)- ketamina es cuatro veces mas activa que la (R)-(—) asi que clinicamente es
ventajoso usarla en lugar de la ketamina racémica.

En estos casos, y otros mas que no citamos, la resolucién del racemato debe
ser preceptiva.

e El enantiomero 1 es activo v el enantiémero 2 es un antagonista del
primero.

Existen numerosos ejemplos de este tipo de interaccién. El (R)-(—)-

enantidmero del zacopride es ansiolitico mientras que el (S)-(+) es ansiogénico.

La dihidropiridina (+) Bay-K-8844 es un bloqueante de los canales del calcio
mientras que el antipoda promueve la afluencia de iones Ca*>.

Ariens llama la atencién sobre la influencia de la quiralidad en la accion y farmacocinética de
los farmacos.
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Tales mezclas racémicas deben ser separadas ya que el distomero puede
anular el efecto del eutomero. Alternativamente, se prepara el eutdmero por
sintesis asimétrica.”

e El enantiémero 1 es activo v el enantiomero 2 es también activo pero
en otra area terapéutica.

Es decir el racémico tiene dos eutémeros, pero en Aareas terapéuticas
distintas. Obviamente, aqui la resolucion del racemato es preceptiva.

El caso del propoxifeno es tipico. El propoxifeno contiene dos
diastereoisomeros eutdmeros: la forma dextro (S)-(+)-(RS) (darvon) es
analgésico mientras que el levopropoxifeno (R)-(-)-(RS) (novrad) es
antitusigeno (Figura 50).

DARVON NOVRAD
analgésico antitusigeno

Figura 50. NOVRAD (antitusigeno) es DARVON (analgésico) deletreado a la inversa,
reflejando el hecho de que son imégenes especulares.

¢ El enantiémero 1 es activo v el enantidmero 2 es también activo en
igual proporcién que el primero.

*

En el dmbito de la isomerfa cis/trans, el Z-clomifeno es un estrégeno mientras que el E-
clomifeno actua como antiestrogeno.
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La terfenadina estd comercializada como racémico porque los dos
enantiémeros son equipotentes como bloqueantes de los receptores H,de
histamina.

En estos casos légicamente, no es necesaria la resolucion.

e El enantidmero 1 es activo v el enantiémero 2 también es activo pero

por un mecanismo diferente.

El (S)-(-)-propranolol es unas cien veces mas activo como bloqueante de los
receptores B que el R-(+). Sin embargo, ambos tienen la misma propiedad
estabilizante de la membrana. Probablemente, debido a este efecto, el R(+)-
enantiomero tiene actividad antiarritmica.

En el analgésico tramadol pasa algo parecido en lo que se refiere a la
combinacion de actividades farmacolégicas. La propiedad agonista del receptor
opioide p predomina en la forma (R)~(+) mientras que el (S)-(—)- enantiémero
es responsable de la inhibicion de la liberacion de noradrenalina y de
serotonina. La inhibicién de la liberacion de catecolaminas via estimulacion de
las vias descendentes en la cuerda espinal puede también contribuir al efecto
analgésico.

En estos casos, en principio, no es aconsejable la resolucién del racemato
porque los efectos farmacoldgicos se complementan entre si.

* El enantiomero 1 es activo v el enantibmero 2 es menos activo o
completamente inactivo.

En términos farmacodindmicos ambos enantidmeros tienen diferentes
afinidades por sus dianas. La relacion de potencia de ambos enantiémeros puede
variar entre 3 (warfarina) a 1000 o mas (pindolol, formoterol, terbutalina).

En los antiinflamatorios no esteroidicos (ibuprofeno, naproxeno,
ketoprofeno) el bloqueo en la sintesis de tromboxanos y prostaglandinas por
inhibicién de las ciclooxigenasas 1 y 2 es producida solamente por los isémero
dextro. Actualmente hay una tendencia a comercializar los isémeros dextro, p.
¢j. el dexketoprofeno ha sido comercializado en Espafia como enantyum por los
Laboratorios Menarini.

Cuando el isémero menos activo sufre inversién quiral metabélica, el
desarrollo de un derivado homoquiral o la resolucién del racemato tiene pocas
ventajas. Por ejemplo, el (S)-(+)-enantiémero del ibuprofeno es el isémero
activo. Aproximadamente, el 60% del (R)-(-) sufre inversién quiral al isémero
activo (S)-(+). Asi, la administracion del racémico viene a ser como una forma
de accion sostenida de (S)- (+)-ibuprofeno. De otra parte, (R)-(—)-ibuprofeno es
incorporado estereoselectivamente en el tejido adiposo aunque hasta el
momento no se sabe si esta incorporacion es responsable de los efectos
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secundarios observados tras la administracion del racemato (141). Es este un
caso ilustrativo de inversion de quiralidad in vivo’.

Otro caso de inversion de quiralidad es el de la talidomida, 3-(N-ftalimido)-
glutarimida. Es dificil sustrarse al caso histdrico de la talidomida cuando se
hace una version de la proyeccién en perspectiva de la historia de los
medicamentos en el pasado siglo y su proyeccion en las proximas décadas.
Originalmente la historia de la talidomida, independientemente de sus tragicas
consecuencias, es una historia controvertida en su propia polémica que solo
hace algunos pocos afios consiguid resolverse. Se creia que las tragicas
consecuencias de la terapetitica con talidomida a comienzos de los afios 60 en
Europa, habian sido consecuencia de la accién teratogena del (S)-(-)
enantiomero (142). Si ese hubiera sido el caso, el isémero (R)-(+) podria
haberse desarrollado sin inducir malformaciones, de hecho, solo el (+) fue
teratogénico en ratones. Sin embargo, ninguno de los enantidmeros fue
teratogénico en otras especies animales. De forma incomprensible sigue vivo el
mito de que las malformaciones debidas a la talidomida fueron consecuencia del
isdmero malo o lo que es lo mismo, si se hubiera administrado el enantidomero
R (+) la tragedia no hubiera ocurrido. Investigaciones recientes han demostrado
que los enantidmeros de la talidomida se racemizan ambos in vitro € in vivo
(143). Por consiguiente debe de estar claro que la teratogenicidad de la
talidomida no puede ser superada con el desarrollo de un enantiémero sencillo.
(Actualmente, la talidomida se emplea, con notable éxito en el tratamiento del
eritema nudoso leproso. De otra parte los estudios clinicos en relacién con su
potencial aplicacion en enfermedades que se expresan con el factor de necrosis
tumoral (a-TNF) son prometedoras.

0 o)
A\
N §H H N
o (@)
o N o o) N o)
b H
R-(+) Talidomida (S)-(-) Talidomida

Un caso de epimerizacion ha sido descrito para el latamoxef.
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La tendencia actual es desarrollar el producto racémico, patentarlo, resolver
el racemato (chiral switch) asegurandose de la pureza O6ptica (esto es
especialmente importante en el caso de que haya mas de un centro quiral y la
actividad resida solo en un enantiémero) y desarrollar el enantiémero activo,
patentarlo y comercializarlo. Alternativamente al proceso de resolucién del
racemato se pueden disefiar rutas sintéticas enantioselectivas que permitan su
obtencion industrial, lo que puede ser objeto de otra u otras patentes.

Aparte del interés terapéutico que pueda representar el empleo del
enantiomero activo frente al racémico, las ventajas que desde el punto de vista
econdmico se derivan de su desarrollo son incuestionables ya que es posible
acortar los periodos de los ensayos preclinicos y clinicos a la vista de los datos
ya existentes para el medicamento racémico.

Dependiendo de los nuevos datos que se encuentren cuando se investigan
enantiomeros aislados se pueden patentar como firmacos originales,
independientemente de que el formaco racémico este comercializado por esa
compaiiia o por otra

Dos ejemplos del uso de la quiralidad para extender la proteccién de la
patente y asi prolongar la vida del firmaco son los siguientes: Astra va a
comercializar el enantiémero S del omeprazol cuya patente termina este afio. Su
denominacién comun es esomeprazol. Viene a ser una prolongacién de la vida
de la patente. Algo parecido ocurre con la fluoxetina (prozac). Su patente expira
este afio y Lilly tiene ya patentados los dos enantiémeros, la (S)-(+)-fluoxetina
como antimigrafioso y otro la (R)-(-)-fluoxetina como antidepresivo.

CF.
3 F3C
~ H/
N e—0

HsC 0\ H

H

(S) (-) Fluoxetina (R) (+) Fluoxetina

Evidentemente, ello no impide que los racémicos se comercializen como
genéricos ya que su patente expiro.
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5. FACTORES CRITICOS EN EL PROCESO DE
DESCUBRIMIENTO DE FARMACOS

El proceso de descubrimiento y desarrollo de farmacos es largo, laborioso y
complejo (Figuras 28, 29). En €l hay cuatro grandes escenarios:

e Identificacion y optimizacion de un prototipo o cabeza de serie.
e Estudio preclinicos.

e Estudios clinicos.

e Comercializacion.

A su vez el descubrimiento incluye varias areas de actividad: Quimica
combinatoria, modelizacion molecular de un enzima o de un receptor y su
docking con compuestos seleccionados de una libreria combinatoria a través de
HTS.

De este proceso pueden surgir uno o varios candidatos que pasan a los
siguientes estadios.

Los estudios preclinicos incluyen la respuesta del farmaco en modelos
animales y comparacion con otros farmacos de referencia, si los hubiere, para
esa enfermedad. Debe demostrarse un efecto dosis-dependiente. La seguridad
debe establecerse con el estudio de las toxicidades aguda y cronica,
mutagénesis, teratogénesis, estudios de biodisponibilidad y farmacocinética en
diferentes modelos animales. Todos estos datos forman las bases para la
solicitud del nuevo medicamento a las autoridades competentes quién debera
autorizar el comienzo de los estudios clinicos, doble ciego, a realizar en
humanos. Estos estudios se realizan en cuatro fases:

Los estudios en Fase I se realizan sobre 10-20 (hasta 100) voluntarios sanos
al objeto de determinar la seguridad (tolerancia) asi como determinar
parametros farmacocinéticos y bioquimicos en el hombre. Si los resultados de
esta fase son prometedores se pasa a la Fase II donde se valora la eficacia del
farmaco en cuestion sobre una poblacion escogida de enfermos Si todo va bién,
se pasa a la Fase III, donde los estudios clinicos se extienden a una poblacion
de pacientes mas amplia, global, en hospitales acreditados para ello (EE.UU.
Unién Europea, Japon y poco mas, p ej Israel). Finalmente, en base a la eficacia
y seguridad se solicita de las autoridades permiso para la comercializacion del
nuevo medicamento y se pasa a la Fase IV de post-comercializacion donde se
somete a vigilancia en lo que se refiere a aparicion de efectos colaterales,
episodios indeseables como resultado de efectos tdéxicos imprevistos, etc,
generalmente por un periodo de 3-5 afios.
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La viabilidad de la produccion a escala de planta piloto (escalado) se
determina antes de iniciar los estudios de toxicidad en gran escala en modelos
animales También, la formulacién del firmaco y el sistema de liberacién se
desarrollan antes y durante la Fase I. La produccién en gran escala y la
estrategia de comercializacion se planifica hacia el fin de la fase III, pero no
antes del fin de esta Fase (fowards the end but before the end). Muchas
moléculas realmente prometedoras se caen aqui. El tiempo que transcurre desde
que se tiene la molécula farmacolégicamente activa (y en la industria la
molécula se tiene cuando se patenta) hasta que se comercializa comprende un
periodo de 10-12 afios.

Cronologia de la Industria Farmacéutica

Descubrimiento
Desarrollo
Ensayos Clinicos Comercializacién
Produccion Genéricos

Nueva

Entidad

Quimica | L ILIII 1(’:&* nte

(NEQ) aduca

0 5 10 12 25 afios

Investigacion bdsica versus investigacion aplicada
Es un tema controvertido apto para la polémica.

Hemos visto que la investigacion para el descubrimiento y desarrollo de
farmacos es, fundamentalmente, investigacién aplicada, pero esta investigacién
no podria aplicarse si, previamente no hubiera habido cientificos que trabajasen
en investigacion basica.

Es desde la produccién de investigacién bdsica como se desarrollan las
tecnologias y las tecnologias a su vez facilitan la investigacién basica. En
realidad, toda investigacion es eventualmente aplicada y ambas la investigacion
basica y la investigacion aplicada se alimentan una de otra y se complementan
entre si.
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El equipo de investigacion de fArmacos que en el pasado solia estar formado
por quimicos medicinales, farmacologos y clinicos hoy incluye ademas una
pléyade de profesionales tales como, analiticos, galénicos, bidlogos
moleculares, informaticos, mas clinicos, etc, etc. Solo los Departamentos de
Investigacion de los grandes Laboratorios Farmacéuticos pueden integrar y
financiar equipos pluridisciplinares de esta naturaleza. No es dificil darse cuenta
de que los integrantes de estos equipos han de tener un lenguaje bdsico comin
al objeto de conseguir un esfuerzo de produccion eficaz y rentable. Es tambien
critica la coordinacién (leadership) de un equipo tan interdisciplinar,
coordinador que debera estar suficientemente informado de los distintos
aspectos del complejo proceso y, por supuesto, altamente motivado.

A lo largo de esta Discurso hemos visto numerosos ejemplos de como la
Universidad ha proporcionado a la Industria ideas y experimentos bésicos que
luego la Industria ha llevado a la practica en la consecuciéon de resultados
tangibles. Es aqui donde la Universidad muestra toda su grandeza: su capacidad
de generar conocimientos y de transmitirlos. La Universidad ha proporcionado
y proporciona cientificos para alimentar estos grandes equipos y lideres para
dirigirlos. De esta interaccién simbidtica, mutuamente interactiva, que ha sido
tradicional en Europa en los Ultimos 100 afios y en los EE.UU durante y
después de la II Guerra Mundial, se beneficid el crecimiento exponencial del
proceso de descubrimiento, desarrollo y liberacion de medicamentos.

El desarrollo de la biotecnologia en las décadas de los 80 y 90 ha sido tan
rapido porque ha habido una interaccién entre los investigadores académicos y
los capitalistas de la empresa. Y este ejemplo es perfectamente trasladable a
otras areas tecnolodgicas.

Pero no debemos ignorar la existencia de ciertas situaciones que estin
afectando al panorama actual de la ciencia académica. Entre estas fuerzas se
cuentan la creciente sofisticacion de la instrumentacidn cientifica, la rapidez y la
globalidad de la comunicacion entre cientificos y la necesidad de una masa
critica y de alta financiacion para producir y publicar competitivamente. Ha
aumentado también, por parte de los gobiernos y de las industrias que financian
la investigacion, la presion para generar resultados tangibles. Aparece asi un
nuevo modo de produccién de conocimientos que no esta orientado al avance
del conocimiento cientifico en general, sino dirigido a la resoluciéon de
problemas especificos. Segun Ziman (144) se estaria produciendo una transicién
desde la ciencia académica, en la que los investigadores, dentro de ciertos
limites, se plantean sus propias preguntas a la que €l denomina ciencia post-
académica, en la que se espera que los cientificos pongan sus conocimientos al
servicio de preguntas y problemas que ellos no se han planteado, sino que
vienen determinados por las prioridades formuladas por los gobiemos o por los
intereses de la industria.
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Aunque el objetivo general de aumentar la transferencia del conocimiento a
la practica y el planteamiento de problemas prioritarios son, en principio,
razonables, la excesiva estructuracién de las prioridades puede hacer que los
proyectos de cierto riesgo en temas poco explorados tengan cada vez menos
posibilidades de financiacion. En este marco hay que recordar que es la
investigacion basica, con el solo requisito de su calidad, la que garantiza la
consecucion de conocimientos realmente nuevos e inesperados, de los que no se
puede predecir su valor comercial-tecnol6gico o biomédico. La investigacién
basica en todos los campos es hoy mas necesaria que nunca no solo para
participar en el proceso de generacién de conocimientos sino incluso para la
propia capacidad de incorporar al ritmo preciso tecnologias emergentes de
vanguardia.
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6. TENDENCIAS SIGLO XXI

e Durante el primer tercio del siglo XXI pondremos a punto todas las
tecnologias y aproximaciones de la investigacion preclinica de fairmacos;
aislamiento y caracterizacion de biomoléculas que seran proporcionadas
por los avances en Gendémica y Protedmica, Quimica combinatoria,
modelizacién molecular y docking en la busqueda de nuevos prototipos y
cabezas de serie asi como desarrollo de modelos predictivos de eficacia y
toxicidad.

e También se podran descubrir nuevos usos clinicos para viejos farmacos
como consecuencia del desarrollo de agonistas y antagonistas de nuevos
receptores (o subtipos) que se vaya descubriendo.

e Moléculas de estructura peculiar con actividades muy potentes han sido
aisladas del medio marino durante las pasadas décadas. Estamos seguros
de ver como se sigue explorando el medio marino cuyas formas de vida
nos seguiran proporcionando prototipos en las décadas venideras.

e También la produccién de productos estériles o incluso alguna sintesis
dificil podria ser realizada en el espacio exterior o incluso en otro planeta.

e La tendencia actual de introduccién de farmacos en el mercado de los
EE.UU es creciente. El tiempo requerido por la FDA para la autorizacion
de un nuevo medicamento ha decrecido de 34 meses en 1968 a 19 meses
en 1995. Sin embargo, los gastos en I+D de farmacos se incrementaron
desde 1.4 billones de doélares en 1985 a aproximadamente 16 billones de
dolares en 1996 mientras que los costes de introducciéon de un nuevo
medicamento pasaron de 54 millones de ddlares en 1976 a 500 millones
en 1996. Esta escalada garantiza innovaciones en el proceso de
descubrimiento de farmacos para controlar los costes. Por consiguiente,
veremos una optimizacion de los varias aproximaciones que se van a
desarrollar a medida que transcurra el siglo XXI.

e Avanzaremos en el camino de un mejor conocimiento de las maravillosas
moléculas de nuestro cuerpo, hormonas, enzimas, neurotransmisores y de
sus respectivas funciones en la salud y en la enfermedad lo que permitird
no solo obtenerlas por ingenieria genética y usarlas como medicamentos
sino también preparar sintéticamente nuevos agonistas y antagonistas.
Algunos de estos productos biotecnoldgicos ya estan en el mercado.
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e En terapia génica es evidente que habra nuevos progresos y, tratamientos
de enfermedades hereditarias y cancer que hoy est4n en fase embrionaria,
seran de uso rutinario en el segundo tercio de esta siglo.
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7. SUMARIO Y CONCLUSION.

A lo largo de este espacio hemos hecho un recorrido, necesariamente muy
fugaz, de la fascinante historia del descubrimiento de medicamentos. Los
avances han sido espectaculares hasta el punto de que se ha hecho realidad el
viejo suefio de Ehrlich.

Sin embargo, a pesar de los rapidos e imprevisibles avances en diversos
campos tecnoldgicos en las décadas recientes, el cuerpo humano es todavia una
lejana y compleja caja negra que deseariamos conocer mejor. No quiero
terminar siendo pesimista pero es preciso reconocer que, en muchas 4reas no
hemos conseguido alcanzar los objetivos finales. Las enfermedades mentales
como la esquizofrenia, la inflamacidn, el cancer siguen constituyendo retos a los
que nos hemos de enfrentar y cuyas complejidades hemos de resolver.

El cancer. La investigacion sobre el cancer ha sido y es muy intensa, se ha
incrementado de forma exponencial, pero a pesar de ello, al dia de hoy, la
terapéutica sigue una linea completamente plana y nuevos antineoplasicos van
cayendo victimas del fenémeno de resistencia. En cualquier caso, el tratamiento
del céncer pasard por la combinacion de diferentes terapéuticas. A la
quimioterapia, la radioterapia, dirigida ahora muy selectivamente al area
tumoral y a la cirugia, se uniran probablemente algunas de las moléculas a las
que nos hemos referido, ahora en diversos estadios de desarrollo, capaces de
inhibir, sin grandes efectos secundarios, las vias moleculares que favorecen el
que las células pierdan el control de si mismas y generen el proceso tumoral. El
cancer, probablemente, se convertird en una patologia crénica, pero controlada,
con la que habra que convivir en los préximos afios.

Claramente, las ultimas tres décadas han sido testigos de una explosion
exponencial del conocimiento y tecnologia en todos los campos de las ciencias.
La evolucién de las ciencias computacional y tecnolégica por una parte, los
avances en biologia molecular y sofisticados métodos analiticos por otra nos
han permitido introducir una sonda en los sistemas bioldgicos. Esto ha
conducido a nuevas aproximaciones al descubrimiento de farmacos que eran
inimaginables 30 afios antes. Disefio de farmacos asistido por ordenador,
modelizacién molecular de farmacos basados en la visualizacién de graficos
tridimensionales de biomoléculas, clonacion de genes, tecnologia de ADN
recombinante, los avances de la Quimica Organica estructural y sintética, la
Quimica combinatoria, la instrumentacion analitica han llegado a ser modernas
herramientas de uso rutinario en los programas de descubrimiento de firmacos.
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Es previsible que una parte de la medicina que se practique en el 2050 estara
basada en la modulacion de genes o en terapias de reemplazamiento asi como
en el uso de dietas alimentarias y practicas de estilos de vida para promover el
mantenimiento de la salud y prevenir las enfermedades.

Mientras tanto, las préximas décadas van a ser un escenario de integracién
multidisciplinar, sin fronteras, entre cientificos quimicos, farmacologos,
farmacéuticos, cientificos computacionales, bioinformaticos, bidlogos
moleculares, analiticos, clinicos, éticos, economistas, todos trabajando, en
concierto, en programas de descubrimiento de nuevos firmacos con el fin
ultimo de conseguir remedios para aliviar el dolor y el sufrimiento de la
Humanidad enferma.

Este es el objetivo y la razén de ser de las Ciencias Farmacéuticas. He dicho.
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Anexo

Figura 1. Inhibidor de la proteasa del VIH. El sitio activo se representa como malla y el
enzima como cinta. (J. Med. Chem. 1995, 38 307.)
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Figura2. Referencia 145.
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Figura 3. Referencia 145.
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Figura 4. Mapa 3D-QSAR CoMFA. (Ref. 67).
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Figura 5. Sistema HTS. Dispensadores (Vista Parcial).
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Figura 6. Sistema HTS. Brazo robotizado (Vista parcial).
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de las
VITAMINAS
A, 1.000 w.i.
B, 100 w.i
Ba, 50 4.5h.
<, 300 w.i. |
D, 1.000 u.l. @

20 ¥0 comprimide

]
Optimio aporte vilaminies con
un solo comprimide diarie.

LABORATORIOS ESPANOLES “ZELTIAY, $. A. - PORRIND (PORTEVEDRA)
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Gadibronkil
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titayente.

Canfo-Broncal
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Anexo

v y o Suero natural radioactivo de la Isla de la Toja.

v c l = Solucién de gluconato de calcio al 10 °/, estabilizada con suero
yo- i a CIO natural radioactivo de la Isla de la Toja. Inyectable.

e
B l s o l Bismuto metal 008 grs. por ampolia.
Solucién oleosa de canfocarbonato de bismuto.

Y d B. H Poderoso espirilicida-inyectable-indo-
o o- IS m u- u l n a loro 9,075 grs. de Bi Metal por ampolla
@ - . -

P t I Como tratamiento de las enfermedades parasitarias de la
I r e r l n o piel, SARMNA, pediculosis, etc., uso externo en fricciones.

-
Laboratorios VYO, S. L.- Apartado 67
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