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Prélogo

El cientifico vive recluido en un mundo particular del que apenas
sale para opinar de otro tema que no sea el suyo. Hablar de diversos te-
mas con cardcter general suele quedar reservado a los profesores o a los
divulgadores, los cuales son poco considerados por sus propios colegas.
Sin embargo, la divulgacién de la ciencia y de los resultados de la inves-
rigacién no debe estar circunscrita a las ensefianzas universitarias, y asi
lo entiende el Instituto de Espafia al programar diversos cursos dentro de
sus actividades. En éste, se ha pretendido resaltar el papel de la quimica
en el complejo proceso de investigacién y desarrollo de farmacos inno-
vadores.

La divulgacién de la quimica no es una tarea facil, especialmente por
el necesario empleo de un lenguaje basado en estructuras. Pero si hay un
campo de aplicacién de esta ciencia que merece la pena ser divulgado,
es su aportacién al entendimiento a nivel molecular de los procesos ba-
sicos de la vida y de la enfermedad, asi como de la acruacién de los far-
macos y de las distintas aproximaciones que se utilizan en su disefio y
desarrollo. En este curso se han seleccionado algunos ejemplos como pre-
texto para insistir en estas ideas.

Madrid, diciembre de 2002
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El Poder de la Quimica

1. LA QUIMICA DE LOS FARMACOS Y LA QUIMICA
DE LA VIDA

La magnitud de las contribuciones de la quimica al bienestar de la
sociedad se refleja en el lema que uriliza la empresa norteamericana Du
Pont: «Una mejor calidad de vida gracias a la quimica». Una de estas
contribuciones son los fdrmacos.

El ser humano es en gran parte quimica, ya que es el resulrado de las
interacciones entre moléculas y 4tomos. La nutricién, el metabolismo, la
transmisién entre las neuronas, la enfermedad y el envejecimiento, son
quimica. Incluso nuestros estados de dnimo son quimica. Los procesos de
interaccién de los farmacos con biomoléculas, que tienen como resulta-
do su actividad terapéutica, también son quimicos. Lo que ocurre es que
todavia desconocemos una gran parte de la quimica de la vida.

Paradéjicamente, la vida y la quimica se utilizan con frecuencia como
ideas contrapuestas, teniendo la quimica un sentido peyorativo. Se habla
de lo «natural» frente a lo «quimico». «Esto tiene quimica» equivale a
decir que contiene algo artificial Y, eN consecuencia, nocivo. Ultimamen—
te se ha creado la conciencia de que lo «natural» puede alterarse como
consecuencia de la implantacién y el desarrollo creciente de la Biotec-
nologia, y a veces nos alarman las consecuencias que tiene para la salud
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y el medio ambiente la sobreexplotacién de los recursos naturales en aras
del beneficio econémico. Es indudable que el ciudadano estd necesitado
de una informacién precisa y veraz, al mismo tiempo que asimilable.

Un farmaco es una molécula que produce un determinado efecto bio-
l6gico. También puede denominarse «principio activo». La transforma-
cién de un firmaco en medicamento requiere que éste supere NUMerosos
ensayos preclinicos y que, presentado en una forma farmacéutica: com-
primido, inyectable, aerosol, etc., demuestre su seguridad y eficacia en
una serie de ensayos clinicos. Son las autoridades sanitarias las que to-
man la decisién final de incorporarlo o no al arsenal terapéutico.

Los farmacos deberfan originarse en un trasvase de conocimientos
desde la biologia a la quimica. La Biologia Molecular, la Genémica v la
Protedmica estdn originando una enorme cantidad de informacién en los
altimos afios que resulta especialmente relevante para entender las en-
fermedades a nivel molecular y discriminar a qué biomoléculas deben di-
rigirse los fAormacos para que resulten selectivos y eficaces. A estas bio-
moléculas se les llama dianas farmacolégicas.

Cuando se conoce cuil es la diana a la que debe dirigirse un farma-
co, la qufmica debe disefiarlo y crearlo, terminando el proceso con la
vuelta de nuevo a la vida para ensayar si el objero creado cumple los ob-
jetivos para los que se disefié y desarrolls. La biologia, en su sentido mds
amplio, debe sefialar cudl es el problema a resolver a nivel molecular y
la quimica debe utilizarse como una herramienta capaz de incorporar al
sistema la pieza que faltaba o de impedir que se produzcan determinados
acontecimientos.

Aunque existen cada vez mds fdrmacos originados por procedimien-
tos biotecnolégicos, al margen de la quimica, hoy siguen comercializan-
dose muchos farmacos innovadores que se han producido gracias a la qui-
mica. El desarrollo de la Quimica ha sido menos espectacular que el de
la Biologia vy por eso los propios quimicos la califican de «herramienta».
Este curso pretende darle valor a la Quimica dentro de la investigacién
y desarrollo de nuevos fairmacos.
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Pasaremos muy brevemente por la historia de la quimica, a fin de co-
nocer cémo han surgido los farmacos dentro de los productos manufac-

turados [1)12]. -

2. LA QUIMICA APLICADA A LOS PRODUCTOS
MANUFACTURADOS

Sélo los quimicos suelen reconocer que gran parte de los objetos que
hoy nos rodean o sus componentes son materiales producidos por la qul-
mica, muchos de los cuales estan formados por moléculas orgdnicas.

Sorprendentemente, la quimica era muy popular cuando en el siglo
XVIII estaba lejos de ser una ciencia, pero se percibfan los beneficios que
podia proporcionar a la medicina y a la tecnologia. Los estudiantes acu-
dian en masa a las clases que se impartian en ciudades como Glasgow,
Edimburgo o Parfs, por citar algunos ejemplos.

William Cullen, un profesor de Edimburgo, decia a sus alumnos en
1766: «La quimica es el arte de separar los cuerpos mixtos en sus partes
constitutivas y de combinar distintos cuerpos, o partes de cuerpos, en
nuevos mixtos con vistas a satisfacer los propésitos tanto de la filosofia,
mediante la explicacion de la composicién y propiedades de los cuerpos,
como de las artes aplicadas»... «Siempre que un oficio requiera una ma-
teria dotada de ciertas propiedades fisicas especificas, es la filosoffa qui-
mica la que nos informa de los cuerpos naturales que poseen esas pro-
piedades o las induce en cuerpos que no las posefan previamente, o
produce nuevos cuerpos dotados de las propiedades que se necesitan».

Estas palabras son vélidas después de casi tres siglos para aplicarlas al
disenio y produccién de farmacos, pudiendo afirmarse que debemos tratar
de pensar quimicamente sobre los farmacos y su actividad terapéutica.

Volviendo al siglo XVIII, la popularidad de que gozaba la quimica
puede entenderse teniendo en cuenta que antes de que Lavoisier esta-
bleciera sus cimientos como ciencia en las décadas de 1770 y 1780, ya
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estaba revolucionando la tecnologia proporcionando beneficios a la agri-
cultura, la minerfa y la industria textil.

La principal industria quimica hasta bien avanzado el siglo XIX fue
la industria de los «slcalis» o de la «sosa» {carbonato sédico). Esta era
una materia prima indispensable para la fabricacién del vidrio, el papel
y el jabén, asi como en las operaciones de blanqueado y tediido de teji-
dos. Se producia a partir de las sales alcalinas contenidas en las cenizas
de la barrilla (Halogen sativus), una planta quenopodidcea de tallo lam-
pifio y hojas crasas y blanquecinas que crece en terrenos salitrosos de la
regién mediterrdnea y Asia central. Durante el siglo XVIII Espafia abas-
tecié a Europa de este producto, siendo especialmente apreciada la «ba-
rrilla de Alicante».

Al descubrirse que la sosa compartfa la misma base (hoy dirfamos ca-
tién) que la sal comin {cloruro sédico), acabé por transformarse ésta me-
diante un tratamiento con dcido sulfiirico (que se obtenia a su vez por
ignicién de azufre y nitrato potdsico y posteror disolucién en agua de los
vapores as producidos) en sal de Glauber (sulfato sédico), y esta nueva
sal se sometfa finalmente a un proceso de carbonatacién para dar sosa.

2NaCl + H;SO; — NaSO, +

Na2$O4 + CEICO}; —_— + N32C03
Sosa

Asf como el consumo de jabén media el grado de civilizacién de una
nacién, la cantidad de 4cido sulfdrico que se fabricaba en ella indicaba
su prosperidad comercial. Pero la prosperidad tenia un precio elevado
ya que la baja productividad del procedimiento que hemos comentado
suponia un gran despilfarro de materiales y de trabajo. La industria de la
sosa implicaba ademds penosas condiciones de trabajo, como nos descri-
ben las estremecedoras novelas de Dickens y Zola, y provocaba un fuer-
te impacto en el medio ambiente, siendo especialmente temible la llu-
via de 4cido clorhidrico que cafa sobre los terrenos de cultivo y el sulfuro
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cdlcico, que era el otro residuo del proceso de la obtencién de sosa, por-
que con la lluvia se transformaba en 4cido sulfhidrico.

En 1866 se desarrollé la transformacién del cloruro de hidrégeno en
Cl, antes de que aquél pasara a la atmésfera. El cloro asi producido se
utilizaba como agente blanqueador.

En 1882 se puso en marcha un proceso para descomponer el sulfuro
cdlcico en carbonato cdlcico y 4cido sulfhidrico, el cual se reciclaba a tra-
vés de su oxidacién a dcido sulfirico. De esta forma se resolvié en gran
medida el impacto de la industria de la sosa sobre el medio ambiente.

2HCl +1/20, = (Cl, + H0
CaS +H,O+ CO, —— H,S + CaCOs

Y
\
HS0,

Con la «tarta de sosa» (Na,SO,) se fabricaba el vidrio; la mezcla de
Cl, més cal viva (CaO) constituia los polvos de blanquear para la indus-
tria del algodén; de las «cenizas de sosa» (Na,CO,) se obtenfa el bicar-
bonato sédico utilizado en medicina y en panaderia, y de las «cenizas de
sosa» mds la «cal apagada» [Ca{OH),] se obtenia la «sosa cadstica» que
se usaba en la fabricacién del papel y el jabén.

Fue la bisqueda de nuevos y mejores métodos para producir sosa la
que motivd que surgiera la ingenieria quimica, pues era necesario tras-
ladar los nuevos procedimientos de laboratorio a la fabricacién en gran
escala. Por ejemplo, a pesar de que la posibilidad de obtener sosa a par-
tir de las sales de amonio se conocia desde 1810, sélo cuando se encon-
traron hornos y procesos adecuados para la eliminacién y recuperacién
de los residuos de dichos procesos se pudieron aplicar a las nuevas fibri-
cas. Uno éstos fue el método Solvay, que utilizaba como materia prima
el amoniaco y el coque procedentes de la fabricacién del gas del alum-

brado:
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Fabricacién del gas

/\

NH3- Coque

Piedra caliza -
‘ NaCl (salmuera concentrada)

Sales amoniacales CO;
NH4Cl + NaHCO;

lA

Na,COz(Cenizas de sosa) + CO»

3. LA INDUSTRIA DE LOS COLORANTES

Debe decirse que aunque en el siglo XVII los alquimistas empezaron
a ser relegados debido al progreso y difusidn de las ciencias, rodavia hi-
cieron descubrimientos importantes, particularmente en el 4mbito de los
colorantes y mordientes. Los nuevos quimicos que les sucedieron siguie-
ron interesados en la bisqueda de nuevos colorantes a partir de distintos
minerales durante todo el siglo XVIII, como prueba la publicacién de
Berthollet titulada «Elementos del arte de la tintura» [3].

En 1850 se importaban de sus lugares de origen grandes cantidades
de drogas vy de alcaloides (opio, morfina, quinina y cocaina, por ejem-
plo), pero era impensable su sintesis porque no se conocia su estructura
quimica. De igual manera, todos los colorantes naturales, cuya estructu-
ra tampoco se conocia, se obtenfan de fuentes naturales. Dado que el
color de los vestidos se consideraba un sintoma de distincién, su indus-
tria y comercio eran un enorme negocio tras la entrada de la clase me-
dia en la sociedad de consumo.

En el siglo XIX la industria del gas del alumbrado producia una
gran cantidad de alquitrdn de hulla. Este residuo encontrd su primera
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aplicacién en la conservacion de las traviesas de madera del ferrocarril
para evitar que éstas se pudrieran con la lluvia. Hay que sefialar que an-
res de esta aplicacién del alquitdn, la fiebre del ferrocarril habfa ocasio-
nado en América la tala de grandes bosques, lo que constituye un ejem-
plo de cémo una industria quimica puede favorecer la conservacién del
hdbitat natural.

Hofmann (1818-92) acometi6 el estudio quimico del alquitrdn de hu-
lla y de sus derivados aislando en 1843 un compuesto al que se denomi-
né anilina. Después también se aislaron del alquitrdn de hulla el fenol, el
benceno v sus andlogos. Estos dltimos encontraron una aplicacién inme-
diata como disolventes, pero el fenol demostré tener propiedades desin-
fectantes, por lo que se utilizé en la higiene de las alcantarillas, se incor-
pord a los jabones, y en 1867 Lister lo empleé por primera vez como
desinfectante quirtrgico. Desde entonces, el fallecimientos de miles de
mujeres por fiebres puerperales disminuyé de forma dréstica.

La palabra anilina deriva de aiil, un colorante azul que se extrafa
tradicionalmente de dos plantas: el glasto (Isatis tinctoria) v el indigo (In-
digofera tinctoria). La relacién de la anilina con los colorantes surgié cuan-
do Perkin (1838-1907) intenté en 1856 sintetizar quinina (el principio
antimaldrico de la corteza de quina) a partir de un derivado de anilina.
En esta experiencia obtuvo, en vez de quinina, un precipitado negro que
tifié de violeta el pafio que utilizaba para la limpieza de la mesa de labo-
ratorio. Aunque tenfa sélo 18 afios, fue suficientemente perspicaz como
para solicitar y empezar a explotar la patente de este colorante orgdnico,
al que denominé malveina. A partir de este momento, muchos quimicos
sometieron la anilina a todo tipo de reactivos y se confirmé que los co-
lorantes sintéticos podfan tener un gran mercado.

Las patentes acerca de la sintesis de colorantes se sucedieron a ritmo
creciente conforme se explotaban las reacciones orgdnicas que empeza-
ban a conocerse, aunque se careciera de una base racional para su inter-
pretacién. Esta racionalizacién fue posible con el desarrollo de la Qui-
mica Orgdnica Estructural que surgié con Kekulé (1829-1896), un
quimico alemdn cuyo interés por la arquitectura le motivé a formular es-



14 Carmen Avendafio

tructuras para las cadenas hidrocarbonadas vy, especialmente, para el ben-
ceno, cuya estructura propuso en 1865.

En 1869 Caro y Perkin presentaron sendas patentes sobre la sintesis
de alizarina, un colorante que se extrafa hasta entonces de la rubia (Ru-
bia tinctorium).

Alizarina indige

Como tantas veces ocurre con los avances técnicos, el éxito de la
sintesis industrial de la alizarina fue un desastre para los agricultores que
se dedicaban al cultivo de esta planta. Después de la alizarina le llegé el
turno al indigo. El color de este compuesto se debe a la presencia en su
estructura de una doble funcién de lactama viniloga [4].

—R
T e —_— .
H H

1
H
R = pD-glucopiranosil Indoxilo

R = 5-Oxoglucuronil
Dimerizaciéx

indigo Leucoindigo
| N328204 T

En realidad, el indigo no se encuentra como tal en las plantas, sino
en forma de derivados O-sustituidos del indoxilo. La hidrélisis de éstos
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produce indoxilo, el cual se oxida al aire a través de radicales libres para
dimerizarse a leucoindigo y, finalmente, oxidarse a indigo. Hay que tener
en cuenta que el radical indoxilo es relativamente estable por ser de
tipo captodativo, ya que posee en ¢ un grupo carbonilo aceptor de elec-
trones y un grupo amino donador de electrones.

Baeyer demostré en 1870, que el indigo podia sinretizarse partien-
do de distintos compuestos, y vendid los derechos de su proceso a la em-
presa alemana BASF («Badische Anilin und Soda Fabrik»). Aunque su
procedimiento no pudo aplicarse a gran escala, pronto se encontré otro
método mds simple que utilizaba el 4cido antranilico como materia pri-
ma para la fabricacién del indigo. El comienzo de su sintesis industrial
en 1890 supuso el inicio de la decadencia del indigo natural, que final-
mente terminé arruinando las explotaciones inglesas de la India. De los
muchos métodos de sintesis comerciales de este colorante resulta muy efi-
caz el que parte de anilina, formaldehido y dcido cianhidrico [5].

N jOgNa
@\ CH,0, HCN @\ j NaOH NH
NH; NH

NaNH;
NaOH/KOH
0
Aire
indigp =~—
N
H
Indoxilo

En la misma época también se crearon en Inglaterra algunas fabricas para
la produccién de colorantes y de sustancias quimicas refinadas que se emple-
aban en diferentes industrias, como el pirogalol y el colodién, que se utiliza-
ron en los inicios de la fotografia o encontraron utilidad farmacéutica.

En 1878 Roussin obtuvo el primer colorante azoico capaz de tefiir la
lana en color rojo, pero fue Hofmann quien descubrié su estructura, pu-
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blicé su modo de fabricacién, ¢ hizo posible que las fabricas alemanas lan-
zaran al mercado colorantes rojos a tan buen precio que echaron por tie-
rra a otra costosa materia prima: la cochinilla, un parésito del que se ex-
trafa la «grana» desde varios siglos antes de Jesucrisro.

Los colorantes azoicos se obtienen por nitrosacién de anilinas a sa-
les de diazonio y posterior copulacién de éstas con arenos ricos en elec-
trones COmMo se esquematiza a continuacion.

R/_ R— 2 R—

4. EL NACIMIENTO DE LA INDUSTRIA FARMACEUTICA.
LAS SULFAMIDAS

Paul Ehrlich v Sacachiro Hata alrededor de 1910 desarrollaron un
antisifilitico que no fue desplazado hasta los afios 40 por la penicilina: la
arsfenamina {Salvarsan®) tras sintetizar alrededor de 600 arsenicales re-
lacionados estructuralmente con un prototipo mds téxico: el atoxilo.

— + ok T
/OH Cl Hjl \H;tl
oW~ " e Wae
ONa
Atoxilo Arsfenamina

La produccién de colorantes en Alemania al comienzo de la Prime-
ra Guerra Mundial era tan potente que representaba el 88% del merca-
do mundial. También en Alemania puede localizarse el nacimiento de la
industria farmacéutica, ya que los magnificos resultados comerciales ob-
tenidos con la sintesis industrial de aquéllos motivaron a los discipulos
que Hofmann tenfa en este pafs a emprender una investigacién quimica
ininterrumpida que, finalmente, originé la industria farmacéutica como
[6gica consecuencia de una diversificacién dirigida hacia la bisqueda de
compuestos aplicables en terapéutica.
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En la década de 1920, la empresa farmacéutica alemana [.G. Farben
contraté a Domagk (1895-1964) para estudiar sistemdticamente los efec-
tos beneficiosos que pudieran producir los miles de colorantes que sus
quimicos estaban sintetizando en el laboratorio. La consecuencia de este
trabajo fue la patente del prontosil rubrum en 1932. Este era un colo-
rante rojo que tefifa las células y eliminaba las infecciones causadas por
estafilococos y estreptococos en animales de experimentacién, pero que
no mostraba actividad antibacteriana in wvitro. Fue también Domagk
quien, junto a otros investigadores de Hoffman La Roche, Squibb y Ba-
yer, desarrollé la isoniazida, un fdrmaco que revolucions la quimiotera-
pia antituberculosa en los afios 50, como se verd mas adelante.

El equipo de Fourneau (1872-1949), que trabajaba en un laboratorio
del Instituto Pasteur de Paris en estrecha colaboracién con la industria
farmacéutica, confirmé los resultados de Domagk, al mismo tiempo que
sintetizé y ensayé otros andlogos del prontosil, llegando a la conclusién
en 1937 de que éste se descomponia en los organismos vivos para dar sul-
fanilamida, que era el agente bactericida. A los compuestos que necesi-
tan bioactivarse para mostrar su actividad se les llama profarmacos.

NH.
Bioactivacion
Prontosil rubrum Metabolito activo

HZN—Q—sogmHR

Sulfamidas
antibacterianas

La empresa Rhéne-Poulenc pudo explotar estos trabajos porque la
sulfanilamida, que se comercializé como prontosil album ya que carecia
de color, se habia sintetizado mucho antes y no estaba protegida por la
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patente de 1.G. Farben. Y es que las patentes son estrictamente necesa-
rias en la industria farmacéutica para proteger la innovacion.

A la sulfanilamida le siguid la sintesis de una gran cantidad de and-
logos que se emplearon con éxito como quimioterdpicos antibacterianos.
Pero, ;por qué las sulfamidas tenfan esta actividad! Su mecanismo de ac-
cidn a nivel molecular se descubrié pronto, ya que en 1940 Wood y Fields
demostraron que poseian un efecto inhibidor de la enzima dihidropte-
roato sintasa debido a su analogifa con el 4cido p-aminobenzoico (PABA),

QN@COQH

H
HIN N\ O,PgO@Hg N HN N\ N
/k | Dihidropteroato . /j\ | H
N7 SN sintasa HoN™ SN N
H H
Acido dihidropteroico

HZ@SOQNHR +

Dihidropteroato |

sintasa Sulfamidas v
antibacterianas

que es el sustrato de esta enzima

Acido félico

SO,NHR \

@]
| H Y
e Hf /-

La consecuencia de esta inhibicién es que las bacterias, que al con-
trario que el hombre no son capaces de absorber el dcido f6lico de la die-

ta, no pueden biosintetizarlo a partir del 4cido dihidropteroico. En la si-
guiente figura estd modelado un complejo formado por la enzima
dihidropteroato sintasa, el sustrato derivado de pteridina y una sulfami-
da, indicando qué aminodcidos de la enzima interaccionan con ésta.
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Pteridina

Sulfonamida

5. ECLOSION DE LA SINTESIS DE PRODUCTOS
NATURALES

En la década de 1930, la Quimica Orgdnica se dedicaba fundamen-
talmente a establecer las estructuras de los productos naturales median-
te su sintesis, a la vez que avanzaban los conocimientos acerca de la re-
actividad de las sustancias conocidas. En este sentido, Crafts y Friedel
habfan descubierto en 1877 una reaccién que adquirirfa una gran rele-
vancia industrial en 1958, tras el nacimiento de la industria petroquimi-
ca, ya que permitia alquilar y acilar compuestos aromaticos.

Las tareas de sintesis de compuestos naturales para establecer su es-
tructura eran muy tediosas y laboriosas, pero tenfan un gran prestigio y
eran recompensadas con frecuencia con un Premio Nobel. Entre ellos se
encontraba Sir Robert Robinson (1886-1975), que fue uno de los quimi-
cos mas influyentes de su época y mantuvo el interés por la quimica de
los colorantes y de los alcaloides a partir de sus trabajos con Perkin. El
fue quien determind la estructura de los alcaloides estricnina y brucina,
asi como la de diversos colorantes aislados de flores como las antociani-
nas, cuyo color varia en funcién del pH del medio [6].
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Cianina, R = Glucosa

Robinson y otros quimicos no menos importantes, como Simonsen,
Haworth, Willstatter, Wieland, Kuhn, Diels y Alder, entre otros, tuvie-
ron que resolver problemas quimicos y estereoquimicos muy importantes
para averiguar cudl era la estructura de moléculas tan complejas como la
clorofila, las vitaminas o las hormonas que, ademds, eran compuestos con
gran interés biolégico. Dentro de las hormonas, fueron especialmente in-
teresantes los esteroides, ya que se encuentran en la naturaleza en muy
pequefias cantidades.

6. DE LA DIOSGENINA A LA PROGESTERONA
Y A LOS ANTICONCEPTIVOS

Marcker proyecté la sintesis de esteroides de interés biolégico a par-
tir de estructuras semejantes que habfan sido aisladas del reino vegetal
com es el caso de la diosgenina. Sin embargo, su proyecto no interess a
la industria norteamericana por lo que se desplazé a Méjico y allf fundé
la Syntex Company. Sus trabajos permitieron reducir el precio de la pro-
gesterona a la mitad y pusieron los cimientos para el desarrollo posterior
de los anticonceptivos.
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Diosgenina Progesterona

Dijerassi sigui6 la iniciativa de Marcker, y en 1951 consiguié prepa-
rar cortisona a partir de sustancias extraidas de otras dos plantas meji-
canas: el fiame y el sisal. Desafortunadamente, su método fracasé a ni-
vel comercial porque, simultdneamente, la compafifa Upjohn habia
descubierto otro proceso més barato para la oxidacién regioselectiva de
la posicién C-11 de los esteroides. En este caso, se observé que un cul-
tivo de Rhizopus arrhizus que se habia aislado del aire en la sede de la
compafifa en Kalamazoo (Michigan) era capaz de caralizar la reaccién
de oxidacién citada con un rendimiento del 50%. Todavia fueron me-
jores los resultados obtenidos con Rhizopus nigricans [7]. Este es un ejem-
plo de cémo puede utilizarse microorganismos (o sus enzimas) en la sin-
tesis de farmacos.

Ha

Hs ,
Rhizopus
nigricans

0
Progesterona H

Acetato de cortisona
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Djerassi sintetizé también la noretindrona, un anticonceptivo més
potente que la progesterona, y resolvié muchos problemas acerca de la
estereoquimica de los esteroides utilizando la dispersién 6ptica rotatoria
y el dicroismo circular.

7. LA PENICILINA Y LA BIOTECNOLOGIA

La utilizacién de microorganismos en la sintesis orgdnica fue el co-
mienzo del protagonismo creciente de la Biotecnologia como método de
bisqueda vy fabricacién de nuevos farmacos. Actualmente, se obtienen
por mérodos biotecnolégicos un buen nimero de farmacos, algunos de
ellos totalmente innovadores, y las empresas biotecnolégicas, general-
mente de pequefio tamafio, cotizan al alza en todos los mercados bursa-
tiles. El origen de esta aplicacién de la Biotecnologia podrfamos fijarlo
en la produccién industrial de penicilina.

Es sabido que Fleming descubri las propiedades de este antibistico
en 1928, siendo Florey y Chain los que la estudiaron mds profundamen-
te en 1939. Aunque ya era un firmaco muy importante en la Segunda
Guerra Mundial, fue imposible encontrar un método de sintesis a escala
industrial durante este periodo a pesar del esfuerzo conjunto de siete uni-
versidades (entre ellas Oxford, donde se encontraba Robinson) y siete
companiias farmacéuticas. Gran parte de las dificultades encontradas en
su sintesis total pudieron haberse producido por la terquedad de Robin-
son y otros quimicos, que no admitieron en principio la estructura de
B-lactama de esta molécula y propusieron una estructura incorrecta de
oxazolona-tiazolidina.

O
R E S CH i
g :];f Sl RSN CHs
@] o N / CHs HN / CH3
CO.H COzH
Penicilinas, Estructura propuesta

estructura general previamente
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Aunque en 1957 Sheehan obtuvo la penicilina por sintesis total, su
preparacion a escala industrial se resolvic desde 1944, afio en que ya se
producian cantidades aceptables, por fermentacién y, posteriormente, por
el desarrollo de métodos semisintéticos. Hoy dia se utilizan bastantes an-
tibidticos f—lactdmicos que se obtienen por sintesis total [8].

8. RELACION ENTRE LA ESTRUCTURA Y LA FUNCION
DE LAS MOLECULAS EN LOS SERES VIVOS

Con la aparicién de los espectrémetros de masas y de la espectrosco-
pia RMN en los afios 1960, ya no era necesaria la sintesis total de los
compuestos naturales para determinar su estructura. Es entonces cuando
los quimicos se plantean de forma definitiva la utilidad biolégica de las
moléculas

En 1974 Todd, un quimico contempordneo también de Robinson, se
expresaba de esta forma: «Si se simplifica el trabajo estructural, tal y como
los quimicos lo estdn haciendo ahora, la estructura deja de ser para mi
un fin y empiezo a interesarme cada vez mds por la funcién. Esto me
lleva a parcelas en las que quedan muchas cosas por plantearse, y a las
que los quimicos organicos no han prestado mycha atencién hasta este
MOMento».

En estas frases queda parente el paso de los quimicos orgdnicos ha-
cia el estudio de la relacién entre la estructura y funcién de las mo-
léculas en los seres vivos. Sin embargo, el desarrollo de los métodos
sintéticos sigié imparable. La Quimica Orgédnica se convirtid en un jue-
go. Sobre el papel podian planificarse y disefiar moléculas para luego
comprobarse en el laboratorio. En uno de estos «juegos» se descubrié
la posibilidad de preparar receptores sintéticos que eran modelos de
los lugares de interaccién de los receptores naturales con sus ligandos,
lo que serfa de gran transcendencia en el disefio racional de farmacos.
Uno de los pioneros de la sintesis de receptores sintéticos fue Cram,
profesor de UCLA (Universidad de Los Angeles) y Premio Nobel de
1987.
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Cram y Woodward, posiblemente el més extraordinario de los qui-
micos de su generacién y también laureado con el Nobel de 1965, fue-
ron verdaderos artistas de la quimica sintética. Este tltimo, ademas de
participar en la sintesis de muchos compuestos naturales, com la colchi-
cina, la vitamina B,, o las cefalosporinas, exploté la teorfa de los orbita-
les moleculares para ractonalizar los mecanismos de las reacciones orga-
nicas y desarrollé métodos estereoselectivos para evitar la separacién de
mezclas racémicas.

HLCO
. "NHCOCHS; NH HooH
HsCO z
°0 Z CHs
OCH;4
Colchicina Cefalexina

A estos métodos se incorpord la investigacién virtual, con el desarro-
llo de la quimica computacional, los métodos de sintesis con reactivos
soportados en fase s6lida, y los métodos de sintesis combinatoria que han
supuesto una mucha mayor eficacia y rapidez.

Es importante insistir en que sin sintesis no hay més compuestos que
los que pueden aislarse de la naturaleza u obtenerse por Biotecnologia y
podriamos concluir esta breve historia con la frase de Berthelot
(1827-1907): «La quimica crea su propio objeto».

Impresiona pensar en que hace menos de 200 anos que Wohler
(1800-82) demostré por primera vez (1828) que los compuestos de la vida
podfan ser sintetizados en un laboratorio, ya que la urea extraida de ori-
na de perro tenfa exactamente la misma composicién que el cianato de
amonio procedente de la reaccién entre cianato de plomo y amonfaco
acuoso.
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Pb{OCN)s + 2HsO + 2NHg ——» 2 HoNCONHs + Pb(OH),

Urea

Sélo a partir de ese momente se supo que los elementos simples de
carbono, oxigeno, hidrégeno y nitrégeno, fundamentalmente, podian
combinarse en miles de formas distintas para producir millones de com-
puestos diferentes.

La sofisticacién a que ha llegado esta actividad permite la obtencién
de un niimero practicamente infinito de compuestos, sin embargo, la ca-
pacidad de la quimica sintética no es suficiente por si sola, ya que una
inmensa mayoria de los compuestos que pueden prepararse carecen de in-
terés. Vamos a tratar de ver algunos ejemplos de cémo pueden planificar-
se y elaborarse de la forma més racional posible estructuras que interfie-
ran con los procesos biolégicos y posean, por tanto, interés terapéutico.
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1. LOS HETEROCICLOS Y LA VIDA

Como ya hemes dicho en el capitulo anterior, los procesos biolégi-
cos son por su naturaleza, quimicos y en ellos participan diferentes com-
puestos orgdnicos muchos de los cuales son compuestos heterociclicos,
es decir, compuestos ciclicos en los que uno o més dtomos de carbono se
han reemplazado por heterodtomos, de los que el més frecuente es el dto-
mo de nitrégeno. ;Por qué es asf, siendo enormemente variada la estruc-
tura de los compuestos organicos? La respuesta es que los heterociclos po-
seen algunas propiedades, como las que se comentan a continuacién de
forma somera, que tienen relevancia biolégica [1].

1.1. Acidez y basicidad en los compuestos heterociclicos

El imidazol, que se encuentra formando parte de la estructura del
aminodcido histidina componente de las proteinas, es uno de los «gru-
pos basicos» mds importantes de los sistemas biologicos. Aunque tiene
propiedades anféteras porque posee un grupo NH «dcido», el dtomo de
nitrégeno bésico tiene un valor de pKa = 6,95 y permite su utilizacién
por los organismos vivos para transportar y transferir protones.
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Catién imidazolio resonante

Ciertos heterociclos, aunque no se encuentren en la naturaleza po-
seen un cardcter dcido semejante al de los dcidos carboxilicos. Asi, el te-
trazol tiene un pKa de 4,89, casi igual al del 4cido acético (4,76) y por
eso este anillo puede sustituir al grupo carboxilo y utilizarse en el disefio
de farmacos para producir estructuras cuyas formas ionizadas son mds li-
pdfilas que las que poseen los andlogos con un grupo carboxilato. Pode-
mos decir que los grupos carboxilo y triazol son bioisdsteros, esto es, tie-
nen una actuacién biolégica semejante.

Y _
N P Z)“R\' é“_'\é
||-| ,N - N//N
A +H* -
pKa =489 Anién de tetrazol resonante

1.2. Oxidacién vy reduccién en los compuestos heterociclicos

En los heterociclos aromadticos que poseen dtomos de nitrégeno de
tipo piridina, los agrupamientos C=N se comportan como atractores de
electrones (m—deficientes) ya que el dtomo de nitrégeno es mads
electrén-atrayente que el carbono. Por ello se reducen con facilidad, es-
pecialmente si estdn cargados positivamente como ocurre en el catién pi-
ridinio. Esta circunstancia permite que compuestos complejos que con-
tengan esta estructura participen en reacciones de transferencia de
electrones.
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1.3. Coordinacién con metales en los compuestos heterociclicos

El par de electrones no compartido de un dtomo de nitrégeno piri-
dinico es capaz de coordinarse y formar complejos con metales. Los com-
plejos permiten la solubilizacién y transporte de ciertos metales y que
éstos existan en estados de valencia no habituales, pero de gran signi-
ficacién biolégica como ocurre con las especies de Fe'*.
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Estos compleos pueden ser lineales (Ag™), tetraédricos (AICI,) o pla-
no cuadrados (Cu,CI). Asi, cuatro anillos de pirrol, dos de ellos oxida-
dos con un dtomo de tipo piridina y enlazados como se indica, forman la
estructura de la porfina, que es un macrociclo natural. Cuando los gru-
pos NH de los dos anillos de pirrol se ionizan, se forma un dianién simé-
trico con los cuatro pares de electrones dirigidos al interior del macroci-
clo. En esta cavidad pueden situarse ciertos metales formando complejos
coloreados muy estables. Asi ocurre en la clorofila (Mg™), la hemoglo-
bina (Fe’") o la viramina B,, (Co™).

_2 H+ M2+

Porfina Clorofina M = Mg?*
Hemoglobina M = Fe?*
Vitamina B;; M =Co™*

1.4. Formacién de enlaces de hidrégeno entre compuestos
heterociclicos y otras interacciones moleculares

El enlace de hidrégeno entre distintas moléculas es esencial para la
vida, teniendo especial relevancia en el cédigo genético y en las muta-
ciones del ADN. Desde el punto de vista biolégico, la formacién de en-
laces covalentes entre moléculas no es tan interesante como la forma-
cién de enlaces mds débiles, ya que la energia de los enlaces covalentes,
entre 60 y 100 kcal/mol, hace que sean dificiles de romper. Cuando se
precisa que una misma molécula sea capaz de regenerarse y reaccionar
miles de veces, como es el caso de las enzimas al actuar como cataliza-
dores de las reacciones bioldgicas o el de un receptor que interacciona
con un ligando, es necesario que estas interacciones intermoleculares sean
reversibles.
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Dado el pKa biésico del imidazol, ya comentado anteriormente, un
50% de los restos de histidina (His) que forman parte de muchas enzi-
mas o receptores, se encuentran protonados a pH fisiolégico, permitien-
do interacciones idnicas con grupos cargados negativamente de sus co-
rrespondientes ligandos. Al mismo tiempo, si estas cargas positivas se
sitdian préximas a un resto carboxilato de 4cido aspdrtico (Asp) o glutd-
mico (Glu) de la misma cadena, se produce la atraccién de ambos gru-
pos v se formard el correspondiente pliegue, mientras que si por el con-
trario se encuentran con otra carga positiva, como un grupo NH;™ de un
resto de lisina protonada, habrd una interaccién repulsiva.

+ ,H +H
/ N
¥ o i +
i ! NH

{Atraccidn) (Repulsion}

Interaccién idnica

Asi, los enlaces iénicos pueden colaborar a la formacién de comple-
jos ligando-receptor o sustrato-enzima y, al mismo tiempo, estdn impli-
cados en la estructura terciaria de las protefnas.

Los heterociclos son también en su mayor parte estructuras dipolares
que pueden interaccionar con dipolos (enlace dipolo-dipolo) o con car-
gas de signo opuesto (enlace ién-dipolo) de otras moléculas.

>0 IO

Enlaces ion-dipolo

Enlaces dipolo-dipolo
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Algunos heterociclos, como el indol del triptéfano y las bases piiri-
cas del ADN, poseen un orbital molecular HOMO de gran energia por
lo que pueden transferir carga a una molécula aceptora que posee un or-
bital molecular LUMO de baja energfa. Aquellos compuestos se {laman
heterociclos donadores (D). Por el contrario, otros heterociclos como son
los sistemas de piridinio o de flavina, pertenecen a la caregorfa de acep-
tores electrénicos (A) ya que tienen una gran deficiencia de carga {(or-
bitales LUMO de baja energfa). Estas interacciones son de atraccién y
se denominan de transferencia de carga, siendo responsables de que es-
tos anillos se orienten en capas superpuestas para que haya el maximo
solapamiento entre los orbitales .

Complejo por
transferencia
de carga

D— A

I’Z

Sin embargo, para que dos anillos aromaticos o dos cadenas hidro-
carbonadas se atraigan no es necesario que se transfieran electrones ya
que estas porciones estructurales, al ser hidréfobas, tienden a estar pré-
ximas entre s{. Este enlace se denomina hidréfobo y es responsable de
buena parte de los procesos de interaccién entre las moléculas.

T L

R 0t
7N\
Enlace hidrofobo entre Enlace hidréfobo entre
dos cadenas de leucina dos cadenas de fenilalanina

Ee = 1,5 kcal/mol Ee = 1,5 keal/mol
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Por tltimo, la mayor parte de los heterociclos pueden actuar como
donadores (D) o aceptores (A) de hidrégeno, siendo los enlaces de hi-

drégeno entre las bases piricas y pirimidinicas los que determinan los
procesos de replicaciéon y de transcripcién del ADN.

Enlace de hidrégeno entre
anillos de imidazol

I N
THT Y T dRegls-difosfato
0

dR-4',5-difosfato

Enlace de hidrégeno entre
adenina y timina en dos hebras de ADN

En el proceso de transcripcion, una hebra de ADN rtransfiere su in-
formacién al formar ARN_ mediante el establecimiento de enlaces de hi-
drégeno de bases complementarias. Estos enlaces hacen que se incorpo-
re un determinado aminodcido a una proteina. Dado que hay 20
aminoécidos vy 4 bases diferentes en los ARN _ [uracilo (U), citosina (C),
adenina (A) y guanina (G)], cada aminodcido estd codificado por una
secuencia de tres bases consecutivas que se denomina codén (UUU y
UUC para fenilalanina, GGU, GGC, GGA u GGG para glicina, etc).
Existen 4° = 64 codones.

Desgraciadamente los dcidos nucleicos son los componentes mds
fragiles del organismo y sus hebras, quizds por su gran longitud, pueden
romperse mecdnica y quimicamente. Los cambios que se producen en la
secuencia de las bases heterociclicas se denominan mutaciones. Muchas
mutaciones espontdneas pueden depender de equilibrios de tautomeria
de los heterociclos, como se indica en la figura siguiente.
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Lo mismo ocurre con el rautémero minoritario de la guanina {forma
4-hidroxi), que puede aparearse con la timina en vez de con la citosina,
que es la base complementaria de la forma tautémera normal {4-oxo).
Otras mutaciones se producen por factores ambientales, especialmente
por las radiaciones penetrantes o por determinados compuestos quimicos.
Los nitritos por ejemplo, que se adicionan con frecuencia a los produc-
tos cdrnicos para que tengan la apariencia de frescos, son potencialmen-
te peligrosos porque originan édcido nitroso y éste es capaz de convertir
la adenina en hipoxantina a través de la N-nitrosacién seguida de hidré-

lisis. De esta forma se altera el apareamiento normal de aquélla con la ti-
mina en el ADN,

Aderina Hipoxantina Citosina

1

; > Nw/\
T

g‘f HO-N=Q é;|N,j“'H/

dR-3"5"- d[fosfat dR-g,5-difosfato

Enlaces de hidrégeno entre
hipoxantina ¥
citosina en dos hebras de ADN
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2. DISENO DE FARMACOS POR MANIPULACION
MOLECULAR DE UN PROTOTIPO.
GRUPOS BIOISOSTEROS

Descubrir y desarrollar un fdrmaco implica encontrar un compuesto
con una actividad biolégica ttil que sea muy potente y a la vez muy se-
lectivo, biodisponible, asequible para poder fabricarlo u obtenerlo a gran
escala y que no sea téxico. Este largo proceso ha de incluir la correspon-
diente patente y ha de conseguir la comercializacién del producto en for-
ma de medicamento lo mas rdapidamente posible.

Esta meta es dificil, por lo que se ha ido alcanzando a través de di-
versas metodologias, fundamentalmente mediante la manipulacién por
via quimica de la estructura de un compuesto prototipo o «cabeza de
serie». A su vez, el hallazgo de un prototipo se ha producido a través
de conocimientos derivados del uso ancestral en la medicina de las dis-
tintas civilizaciones de ciertas plantas o extractos, por cribado al azar
de productos de sintesis o extraidos de fuentes naturales (fundamen-
talmente plantas y microorganismos), y por observacién de efectos se-
cundarios en firmacos que se desarrollaron para otros propésitos. Ac-
tualmente un prototipo puede disenarse de forma mds racional y
dirigida como veremos mds adelante, con la ayuda de mérodos compu-
tacionales.

La manipulacién de una molécula «cabeza de serie» puede realizarse
por simplificacién de su estructura, sobre todo si se trata de un compues-
to de origen natural complejo, a fin de encontrar el «grupo farmacéfo-
ro», que es la minima porcién estructural que retiene la actividad biolé-
gica. Esta metodologia se ha aplicado recientemente en nuestro grupo en
la manipulacién de la N-acetilardeemina, un reversor MDR {mudtidrug
resistance) de origen natural que potencia la actividad de vinblastina, do-
xorubicina y paclitaxel en células de tumores humanos que se han he-
cho resistentes por inhibicién de la glicoproteina P-170 (una proteina de
membrana que actiia como transportadora de estos antitumorales). Los
andlogos tetraciclicos en los que se han mantenido los anillos A-D son
practicamente inactivos, mientras que la actividad radica en la porcién
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que contiene los anillos D-F siendo mayor conforme aumenta la lipofi-

lia (ver el compuesto AV-200) [2].

Compuestos practicamente
inactivos

N-acetilardeemina AV-200
Esta porcién es responsable
de la actividad

Otro modo de manipular la estructura de un «cabeza de serie» es li-
mitar su libertad de conformacién alrededor de determinados enlaces
sencillos, como puede observarse en el hipotensor clonidina, con rota-
cién restringida por impedimento estérico, y su isémero con libre rota-
cién alrededor del enlace nitrégeno-fenilo, mucho menos activo. Estos
hechos pueden interpretarse facilmente teniendo en cuenta que la res-
triccién conformacional fija la geometria éptima y disminuye las posibles
interacciones con otras dianas.
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Clonidina DE5;3,00 mg/Kg
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Otras veces, la libre rotacién se restringe transformando cadenas
abiertas en ciclos. Al actuar asi, es relativamente frecuente encontrar
compuestos que interactian con otra diana farmacoldgica, por lo que pue-
den tener los mismos o distintos efectos farmacoldgicos. Este es el caso
de los antihipertensivos andlogos de cromokalim, que actdan activando
canales de potasio pero que surgieron a partir de los B-bloqueantes como
el propranolol, perteneciente al grupo de las «ariloxipropanolaminas» an-
tagonistas de los receptores adrenérgicos B.

/ﬁ/\ NHCH(CHa)a
SO

Propranolol

Como se dudaba de que la accién antihipertensiva de estos fArmacos
fuese debida a este antagonimo de los receptores B, se sintetizaron and-
logos rigidos de propranolol con estructura de 4-amino-3-hidroxicroma-
no para que por su diferente geometrfa no pudieran enlazarse a estos re-
ceptores. Se encontré asf un derivado de pirrolidina inactivo in wvitro pero
activo in vivo, que se supuso un profdrmaco. Su andlogo oxigenado en la
posicién o al 4tomo de nitrégeno del anillo de pirrolidina, que con mu-
cha probabilidad seria el metabolito deseado, fue activo y se denominé
cromokalim.

Tanto este farmaco como los andlogos que se desarrollaron posterior-
mente son agentes hiperpolarizantes porque activan canales de potasio.
De esta forma relajan el mdsculo liso y se utilizan, ademds de ¢émo an-
tihipertensivos, como broncodilatadores y cardioprotectores [3].

Cromokalim
Activante de canales de K*
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La manipulacién de un «cabeza de serie» puede perseguir también
optimizar su farmacocinética, esto es, mejorar su absorcién, distribucion,
metabolismo y eliminacién (perfil ADME). Asi se han desarrollado las
sales de amonio cuaternario derivadas de atropina o escopolamina, que
dejaron de usarse como broncodilatadores por sus efectos centrales inde-
seables. Muchos andlogos cuaternizados, como el bromuro de tiotropio,
siguen siendo anragonistas colinérgicos no selectivos pero, en contrapo-
sicién a aquellos alcaloides naturales, son utiles como broncodilatadores
por inhalacién ya que por su polaridad no atraviesan la barrera hemato-
encefilica [4].

Atropina Bromuro de tiotropio

Puede por el contrario manipularse una estructura, como la del neu-
rotransmisor GABA (4cido y-aminobutirico) que no atraviesa la barrera
hemaroencefdlica, sintetizando andlogos en los que la diferencia de sus
dos valores de pKa sea mis pequefia a fin de que exista en una menor
proporcién como forma ionizada, lo que da lugar a un compuesto menos
polar que puede alcanzar su diana farmacolégica a nivel central.

pKa = 10,7 GABA pKa =40

+ \/\/E; ’
HN B Hy on

Forma ionizada/forma no ionizada = 800.000
No atraviesa la BHE

Esto se ha conseguido, por ejemplo, en el 3-hidroxi-4,3,6,7-tetrahi-
dropirido[4,3-d}isoxazol (THIP).
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pKa =85 pKa=44

h - THIP OH

Forma ionizada/forma no ionizada = £.000
Atraviesa la BHE

Alternativamente pueden disenarse profdrmacos, esto es, compues-
tos inacrivos pero con una buena farmacocinérica que se bioactivan en
el interior del organismo, a ser posible, en el lugar de accion.

Como ejemplo podemos citar a la capecitabina, recientemente comer-
cializada por Roche con el nombre de Xeloda®. Este es un profirmaco ac-
tivo por via oral del 3-fluoruracilo (3-FU), un clésico antitumoral utilizado
desde 1957 que tiene como principales limitaciones si se deja aparte su fal-
ta de selectividad de accién, una baja absorcién oral y una gran variabilidad
en sus niveles en sangre segiin los individuos. Incluso en un mismo sujeto,
dichos niveles pueden variar cuando se administra por infusién continua.

La capecitabina, en cambio, ademas de permitir la administracién
oral, se bioacriva de forma bastante selectiva en el tejido rumoral [5].

¥
H,:»—@' # g O ¥ o
""OH Bioactivacidn %}:\':/[
HO e - F

Capecitabina {Xcloda® de Roche) 5-Fluoruracilo

. (Mejor absorcidn ora, (mala absorcién oral, niveles
bioactivacion algo seleciiva) plasmdticos variables)
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La forma mas frecuente de manipular un prototipo es sustituir deter-
minados agrupamientos por otros que se denominan isdsteros o bioisos-
teros, porque se asemejan en sus propiedades fisicas vy quimicas o biold-
gicas. No puede decirse en justicia que los compuestos que asf surgen sean
el resultado de un «disefio irracional».

Son isésteros los agrupamientos CH,, NH, O y S. También lo son los
anillos de benceno y furano. Los grupos CO,H, SO,H, SO,NHR,
1,2,3,4-tetrazol, 1,2,4-triazol, 3-hidroxiisoxazol y 3 hldr0x1 ~Y-pirona son
intercambiables si se actda por criterios de acidez; mientras que los gru-
pos carbonilo, sulféxido y sulfona asf como los agrupamientos de tiourea,
cianoguanidina y aminal de nitrocetena, pueden intercambiarse entre si
si se actta por criterios de polaridad. Fstos son sélo algunos ejemplos de
grupos isdsteros.

Isésteros cldsicos Bioisésteros
0 Cf
I | I
-CHy. -NHs, -OH, -F, -CL -SH, -PH, _C_ PR /l
6]
-CH,-, -NH-, -O-, -§- SON SNO;y

-COCH2R, -CONHR, -COOR, -COSR ~ /Qﬁ/ N OONT O NS

-CH=, -N=
{Polaridad)

-CH=CH-, -5~ {en anillos})
-CO,H, -SO,NHR, -CONHOH

= iy . i
© l = Q HNtI\\I\ /}ZNT\ Al\\T " | |
/L\N’N \N’N \ 0 o

(Acidez)

Una de las sustituciones bioisésteras mds desarrollada es la incorpo-
racién de dromos de fior en lugar de dtomos de hidrégeno, como ocurre
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en el 5-fluoruracilo respecto al uracilo. La sustituciéon H-F puede resul-
tar tan interesante en la bisqueda de ligandos de interés biolégico que
se ha acufiado el nombre de flustratos («fluorine-containing-substrates»)
para los compuestos fluorados andlogos al sustrato de una determinada
enzima.

El enlace C-F es el més fuerte de aquéllos en los que estd implicado
el carbono por lo que, aunque es muy polar, es estable en la mayoria de
las condiciones experimentales. Ademas, debido a que los electrones del
fltior tienen muy baja polarizabilidad, los compuestos fluorados son més
voldtiles y lipéfilos que los hidrogenados.

Por otra parte, la sustitucién por flior produce efectos enormes en
los grupos funcionales préximos. Asi, el pKa del etanol es 16, mientras
que el pKa del trifluorcetanol es 12,4. Esto significa que el anién de este
altimo es 21 kJ/mol mds estable que el anién etéxido.

La introduccién de F como sustituyente en un anillo aromdtico pro-
duce en general cambios pequefios en sus propiedades, pero en este caso
el metabolismo oxidativo estd inhibido por el cardcter electrén-atrayen-
te del flior, por lo que estos farmacos pueden administrarse en menores
dosis. Algunas de las propiedades de los enlaces C-H y C-F se comparan
a continuacién:

Energia de enlace (kJ/mol): C-H: 416 C-F: 485
Longitud de enlace (A) C-H: 1,09 C-F: 1,38
Radio de van der Waals (A) CH, : 2,0 CF, : 2,7
Volumen de van der Waals (A*) CH, : 16,8 CF,: 42,3
Electronegatividad (segin Pauling) H:2,1 F:40
Polarizabilidad para CH,X (10% em®): | X = H: 2,59 | X =F: 2,97
(X = Cl: 4,72)
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Finalmente, las propiedades magnéticas del flior, en especial su sen-
sibilidad relativa, facilitan la investigacién de los procesos en los que in-
tervienen moléculas tfluoradas por RMN:

'H (espin 1/2): 1,00 "F (espin 1/2): 0,83  “C (espin 1/2): 0,016

Muchos farmacos que actian como inhibidores enziméticos compe-
titivos o suicidas son compuestos fluorados. Por ejemplo, la sustitucién
de un enlace peptidico por un agrupamiento O-difluorocetona (hidrata-
da en solucién acuosa) en un péptido, mimetiza el intermedio tetraédri-
co del estado de transicién correspondiente a la hidrélisis del péptido ca-
talizada por proteasas de serina, y produce inhibidores competitivos de
estas proteasas como veremos en el capitulo siguiente.

Por otra parte, un o-diflurometilaminodcido produce en el sitio ac-
tivo de enzimas dependientes de fosfato de piridoxal, como son las des-
carboxilasas de aminodcidos, un intermedio aceptor de Michael que in-
hibe irreversiblemente a la enzima al adicionarse uno de sus grupos
nucledfilos (Nu).

OPOL2" DH R
SE = H
T 3 0
HNx OH O J u-Enz
CHy Grupo nucledfilo del sitio
Complejo inhibidor suicida-cofactor activo de la enzima

Enzima inhibida
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Como ejemplo de desarrollo de un farmaco novedoso a partir de un
«cabeza de serie» comentaremos el caso del farmaco antidlcera omepra-
zol (Losec®) y del antitumoral imatinib (Glivec®).

3. DESARROLLO DEL OMEPRAZOL Y SUS ANALOGOS

En la unidad de investigacién Hissle de la compaifiia Astra (hoy As-
traZeneca), Ylva Ortengren describié el 4 de enero de 1979 la sintesis
del compuesto H 168/68. En este coédigo, H significaba Hissle, 168 era
el nimero del cuaderno del laboratorio, y 68 era la pdgina de dicho cua-
derno [6]. Este compuesto era el fruto de un programa de investigacién
dirigido a la bisqueda de un inhibidor selectivo de la secrecidén dcida del
estémago que habfa empezado 12 afios antes y que conocemos con el
nombre de omeprazol (l.osec®). Su importancia reside en que, siendo el
primer firmaco antidlcera péptica que actda por un mecanismo nue-
vo: la inhibicién de la bomba de protones (ATPasa H*/K*), ha sido el

que mis se ha vendido hasta el momento.

En 1824 Prout demostré que el dcido que se producia en el estéma-
go era el dcido clorhidrico y Golgi propuso a finales del XIX que este
dcido se originaba en las células parietales de las glandulas gastricas. Des-
de que en 1910 Schwarz estableciera el principio: «no dcido, no tdlcera»,
se empezaron a utilizar antidcidos para neutralizar al clorhidrico, siendo
éste el vinico tratamiento, dejando aparte la cirugfa, hasta que en los afios
70 se introdujo la primera terapia eficaz: los antagonistas del recepor de
histamina H,, de los que fue pionera la cimetidina.

A pesar del éxito de estos farmacos, la disminucién de la acidez gds-
trica fue mucho més eficaz con la incorporacién en 1988 de los inhibi-
dores de la bomba de protones, de los que el omeprazol fue el primer
representante, de tal forma que la cirugia gdstrica que se aplicaba en cier-
tos casos ha pasado a ser historia.

Hoy se sabe que la acidez géstrica tiene un papel importante en mu-
chas enfermedades gastrointestinales ademads de la tlcera péptica, por lo
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que el omeprazol y sus andlogos se utilizan frecuentemente, por ejemplo
en la prevencion de los efectos secundarios que producen los antiinfla-
matorios no esteroides (AINES) que actiian inhibiendo la enzima ciclo-
oxigenasa (COX).

El desarrollo de este importante firmaco revela muchos de los aspec-
tos que, por ser poco «lucidos» no suelen comentarse cuando se habla
del «disefio» de firmacos como una actividad intelectual en la que la
ciencia y la tecnologfa actiian con una total eficacia. La historia del ome-
prazol demuestra lo lejos que puede estar un cabeza de serie del farmaco
que finalmente se comercializa, la ignorancia que muchas veces se tiene
acerca de los mecanismos moleculares que intervienen en el proceso bio-
l6gico que se valora, la importancia de la relacién entre las propiedades
inherentes a una estructura quimica con las propiedades biolégicas que
muestra {incluida la diferente actividad entre enantiémeros) y, muy fun-
damentalmente, la importancia de disponer de buenos modelos farmaco-
[6gicos y de no olvidar la variabilidad entre especies e incluso individuos.

Cuando en 1967 se inicié en Astra la bisqueda de un nuevo f4rma-
co antidcido, se conocia que el anestésico y antiarritmico lidocaina dis-
minufa la secrecién 4cida en la experimentacién con perros, y se supo-
nfa que este farmaco inhibfa la liberacién de gastrina, una hormona que
estimula la secrecién 4dcida en el estémago. Sin embargo, cuando tras la
sintesis de varios compuestos se llegé a uno que inhibfa este proceso, no
fue activo en humanos y se intenté desarrollar otras ideas.

Entre tanto, los laboratorios farmacéuticos Searle y Servier tratando de
bloquear el receptor de gastrina utilizaron la porcién C-terminal de este
péptido como prototipo. Servier llegé asi al compuesto CMN 131, que
mostrd algiin efecto pero que era demasiado téxico para ser desarrollado.
Este fue el cabeza de serie utilizado por Astra, en el que en primer lugar se
pensd sustituir la funcidn tioamida a la que se atribuia la toxicidad.

A los dos afios de iniciar la manipulacién molecular de CMN 131,
Astra disponfa de compuestos mds activos como inhibidores de la secre-
cién 4cida, asi como de un modelo animal que se habia desarrollado en
un hospital de Goteborg y era mucho més predictivo que el modelo de
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rata que se utilizaba hasta ese momento. Este modelo, que fue fundamen-
tal para el estudio farmacolégico, era un perro en el que, mediante un
tubo desde el estémago a la piel (fistula géstrica), era posible analizar el
dcido segregado. El grupo utilizaba ademds la pared géstrica de cobaya
como un modelo in vitro de secrecién dcida que podia estimularse por his-
tamina a través de los receptores H, o por AMPc.

El cabeza de serie CMN 131 se derivé a compuestos de tipo sulfu-
ro y sulféxido (en vez de tioamida) que incorporaban diversos heteroci-
clos, entre los que se encontraba el imidazol y el bencimidazol. Entre los
afios 1973 y 1974 se disponia de un sulfuro y un sulféxido que eran bas-
tante activos, pero demostraron cierta toxicidad tiroidea. Ademas, el com-
puesto con grupo sulfuro no podfa desarrollarse porque estaba incluido en
una patente hingara como antituberculoso. Sin embargo el sulféxido
(H83/69) denominado timoprazol, aunque téxico, demostrd tener una se-
rie de caracteristicas muy interesantes ya que, mientras que en el modelo
in wvitro el antagonista H, cimetidina blogueaba la respuesta inducida por
histamina pero no la inducida por AMPc, el timoprazol bloqueaba ambos
estimulos, lo que indicaba un mecanismo de accién nuevo. Por esta razén
se siguieron sintetizando andlogos de timoprazol que fuesen menos téxicos.
En 1976 se identificé un nuevo candidato para su desarrollo que no era t-
rotéxico v, ademds, era mas potente: el compuesto H149/94 o picoprazol.

Cabeza de serie dei omeprazol Hs =

Heterociclos con 8

A} / Omeprazol
CMN131 (Molécula de Imidazoles con grupo sulfuro o sulidxido
Servier con

accién antidicera deébil) / \
R ¥ i =

» P

N N
@Nysko HacOECC:@NyS\\O
NH Ha NH

Timoprazol Picoprazol
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Los estudios farmacolégicos revelaron que picoprazol actuaba inhi-
biendo de forma especifica la ATPasa H*/K* tras el paso del intestino a
la sangre [7-9]. Desgraciadamente, producia vasculitis, reacciones infla-
matorias en las vasos sanguineos de los animales de experimentacién, por
lo que se paralizé varios afios su desarrollo. Los toxicélogos se dieron
cuenta finalmente de que todos los perros utilizados en los ensayos con
picoprazol eran descendientes de un mismo individuo que tenia un pro-
blema hereditario, de forma que cuando se utilizé otra estirpe, dejaron de
aparecer los problemas de vasculitis. En consecuencia, se podia ya ensa-
yar en humanos, pero habia transcurrido ranto tiempo, era el afio 1979,
que la empresa ya tenia otros candidatos nuevos, entre los que estaba el
compuesto H168/68 (omeprazol).

Este fue el elegido para su desarrollo y terminé registrandose en
Suecia en 1988 para el tratamiento de la tilcera duodenal y la eso-
fagitis de reglujo. Su potencial terapéutico se amplié durante los afios
90 superando a los antagonistas H, en el tratamiento de estos pro-
blemas.

El omeprazol es un compuesto lipéfilo que tiene un cardcter bdsico
débil (pKa = 4.0). Debido a estas propiedades, atraviesa las membranas
celulares y se concentra en forma protonada en determinados comparti-
mentos como los canaliculos secretores de la célula parietal. A pH 1-3
es inestable, tiene una vida media de 2 minutos, pero a pH 7 es mucho
mds estable y posee una vida media de 20 horas [10,11]. En realidad, el
omeprazol es un profarmaco que se bioactiva en medio écido, lo que
supone una reorganizacién de su estructura y la transformacién del gru-
po sulféxido en la funcién dcido sulfénico. Esta es una especie tisfila
que se une covalentemente, formando un enlace disulfuro, con un grupo
SH de un residuo de cistefna presente en el centro activo de la ATPasa
H'/K", segiin se indica en la figura.

Este complejo tiene una vida media que se calcula en unas 24 horas,
hasta que se disocia probablemente por el glutarién, liberdandose omepra-
zol y reactivindose la enzima. Aquél puede oxidarse a sulfona, que ya es
un metabolito inactivo. La reactivacién de la secrecién dcida puede de-
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berse, ademds de a la retrorreaccién citada en la que participa el gluta-
tién, a la sintesis de novo de la ATPasa H/K™ [12].
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La vida de una patente requiere que un fidrmaco importante para
una empresa, como el omeprazol, disponga de sucesores que puedan co-
mercializarse cuando expire la patente de aquél. Parece claro en este
caso que, si el mecanismo molecular propuesto para explicar la actividad
del omeprazol es el correcto, tendria que mantenerse la porcién estruc-
tural de 2-(Z-piridilmetilsulfinil)bencimidazol. También es importante
que los compuestos tengan una vida media adecuada y no se meraboli-
cen répidamente en el higado. A esta tarea se dedicaron entre 1989 y
1994 varios cientificos, los cuales sintetizaron y evaluaron varios cientos
de analogos intentando optimizar la acrividad del omeprazol, esto es, que
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fuesen mds activos. De todos ellos, se seleccionaron 7 candidatos pero,
cuando se compararon todos los pardmetros, inhibicién de la secrecién
dcida, propiedades farmacocinéticas, y seguridad, queds un solo compues-
to como el tinico que superaba al omeprazol: su enantiémero S, al que se
denomind esomeprazol.

Es interesante preguntarse cémo no se habia investigado previamen-
te la actividad de ambos enantiémeros del omeprazol, ya que ésta era en
esos afios una practica obligada cuando se investigaba un fdrmaco qui-
ral. El omeprazol lo es porque se trata de un sulféxido con sustituyentes
R'y R* diferentes, siendo el oxfgeno y el par de electrones no comparti-
do del azufre los sustituyentes tercero y cuarto. Sin embargo en este caso,
dado que la forma activa propuesta de 4dcido sulfénico no es quiral, po-
dria proponerse que ambos enantiémeros fuesen igualmente activos,
aunque también cabria esperar que ambos enantiémeros se metaboli-
zaran a distinta velocidad o de forma diferente.

Estos estudios metabélicos eran estudios in wivo que requerfan dis-
poner de una cantidad bastante grande de muestra de ambas formas
enantioméricamente puras. Antes de 1990, en que se prepararon algu-
nos miligramos de los dos enantiémeros puros, sélo habia sido posi-
ble investigar su actividad in vitro utilizando el modelo de la pared gés-
trica de cobaya, y en este ensayo ambos mostraron la misma actividad
inhibidora de la ATPasa. Ademads, se observé que en solucién acuo-
sa se producfa una lenta equilibracién de uno en otro para dar una
mezcla racémica [13].

Aunque todas estos datos parecian descartar el interés de un
enantiémero en particular respecto al farmaco racémico, se siguié in-
tentando desarrollar un procedimiento de sintesis asimétrica que permi-
tiera disponer de ambos enantidémeros en cantidad suficiente. Para ello,
se estudiaron procedimientos de sintesis enantioselectiva utilizando mi-
croorganismos o enzimas con resultados no demasiado satisfactorios, y se
encontrd finalmente que el racémico podia resolverse a través de la for-
macién de sales diasterecisémeras con acido mandélico enantiomérica-
mente puro y su separacion cromitografica posterior.
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Asi pudieron obtenerse cantidades suficientes para ser ensayadas in
vivo. Utilizando ratas como animales de laboratorio se observé que el en-
antiémero R era 4-5 veces mds activo que el S, lo que suponia un incre-
mento de actividad suficiente, frente al formaco racémico, como para en-
sayar ambos enantiémeros en humanos. Curiosamente este estudio, que
se realizé en 1994 [14], demostré que en este caso el enantiémero S era
4 veces mas activo que el R. La diferencia es debida a que el R-ome-
prazol se metaboliza oxidativamente mads riapidamente que el enantio-
mero S por la isoforma del citocromo P450 CYP2C19 que esta pre-
sente en el higado de casi todos los humanos pero no en el de las ratas.

Inspirados en la epoxidacién asimétrica de Sharpless, que utiliza ca-
talizadores de titanio con ligandos quirales, se puso a punto finalmente
un método para oxidar asimétricamente a sulféxido un precursor de
tipo sulfuro, obteniéndose un exceso enantiomérico del 94%. As{ se pro-
dujo el enantidémero S, al que se denominé esomeprazol, y se comercia-
liz6 con una nueva patente en el afo 2000 como Nexium® [15].
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4. DISENO Y DESARROLLO DE IMATINIB
(GLIVEC® DE NOVARTIS)

Este es el primer antitumoral dirigido a una diana especifica, una
cinasa Abl dependiente de ATP que posee una superactividad para fos-
forilar grupos hidroxilo de restos de tirosina de diferentes protefnas. Esta
actividad se traduce en varios procesos alterados que conducen a un rtu-
mor: la leucemia mieloide crénica. Este tumor es un trastorno hemato-
poyético que se corresponde en el 95% de los casos con personas porta-
doras del cromosoma de Filadelfia, denominado asi porque se descubrié
en dicha ciudad hacia 1960 pero que se desentraiié con posterioridad.
Mediante una traslocacién, el oncogen ¢-Abl del cromosoma 9 se yux-
tapone con secuencias del cromosoma 22 (c-Ber), vy el producto de este
gen fusionado, Ber-Abl, es una tirosina cinasa con una actividad en-
zimdtica muco mayor que la cinasa Abl «normal», afectando a muchas
sefiales implicadas en el crecimiento, adhesién y supervivencia celular.
La inhibicién de esta cinasa no parecfa tener efectos indeseables, ya que
los ratones «knock out» que carecian de esta enzima por ingenieria ge-
nética, eran viables.

Sin embargo, los primeros intentos para encontrar inhibidores de esta
cinasa parecieron demostrar que sélo podrian tener estructura peptidica,
al igual que los sustratos de esta enzima, siendo compuestos de muy diff-
cil farmacocinética. Asi pues, quedaba el recurso de encontrar inhibidores
que se fijasen al lugar de interaccién entre la enzima y el ATP, pero si
eran andlogos de ATFE, por estar éste implicado en muchos procesos biols-
gicos, estos andlogos deberfan ser poco selectivos y, por tanto, muy téxicos.

H
H I\&/ﬁ\
N\/ﬁ\rﬁ; Tirosina cinasa Y Activacién d
e i ] ctivacion de
: 7N procesos celulares
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Asi las cosas, se realiz6 en Ciba-Geigy (hoy Novartis) un cribado al
azar de alto rendimiento (HTSM) en el que se estudié la afinidad de
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varios compuestos previamente sintetizados en la empresa por diferen-
tes cinasas. De dicho estudio surgié el compuesto 2-fenilaminopirimidi-
na como prototipo. Este tenfa baja actividad y poca selectividad, pero
era ficilmente manipulable por introduccién de sustituyentes en ambos
anillos.

X
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Al sintetizarse varios andlogos, se observé que el agrupamiento de
guanidina era imprescindible para la actividad, ya que debia estar impli-
cado en enlaces de hidrégeno en los que un nitrégeno de pirimidina ac-
tda como aceptor y el grupo NH como donador. También se determiné
que el mejor sustituyente R' era 3-piridilo, y que los mejores sustituyen-
res R? eran de tipo acilamino. Estos grupos aumentaban la afinidad por
dos cinasas: la proteina cinasa C (PKC) v la cinasa Abl (la diana far-
macolégica deseada en este caso), pero debian ser estables metabélica-
mente, porque los derivados de hidrélisis con grupo amina libre tenfan
accidn mutagénica.

Un grupo NHCOR produce
inhibicion selectiva de las cinasas

Enlace de hidrégeno Ably PKC
necesario
i '
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H H
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y no se produce el enlace de hidrégeno {

En grupo NHCOR ha de ser
estable a la hidrélisis, porque la
anilina correspondienie es mutagénica

Los intentos para encontrar inhibidores selectivos de la cinasa Abl
se vieron premiados cuando se introdujo un grupo metilo en la posi-
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cidén orto del grupo fenilo. Este sustituyente impide la libre rotacién del
enlace NH-fenilo, y el compuesto asf formado se dispone en una confor-
macién preferente que resulta affn por la cinasa cuya inhibicién se de-
sea. En el siguiente ejemplo se representa el benzoilamino derivado, que
fue estable al metabolismo hidrolitico.

¢,Como inhibir selectivamente

la cinasa Abl?
Este sustituyente
uoLf cambia la conformacién
N\Y y resulta selectivo de Abl
I =N O

P H O

N |N (9] \
Esta amida es estable
a la hidrélisis

Desafortunadamente, este foirmaco tan optimizado tenfa muy poca
solubilidad acuosa. Aunque se pensé en derivarlo a un profarmaco con
mejor perfil ADME (Absorcién, Distribucién, Metabolismo, y Elimina-
cién), se decidio finalmente introducir en su estructura grupos solubili-
zantes, como los bien conocidos de tipo dialquilaminoalquilo, que se sol-
vatan con agua tras protonarse a pH fisiolégico. Se llegé asi al mesilato
denominado imatinib, que se comercializé como Glivec®. Esta sal es so-
luble, no corrosiva, activa por via oral, no mutagénica y eficaz en el 95%
de los pacientes con este tipo de tumor (leucemia mieloide crénica) aso-
ciado a este tipo de mutacién genética (presencia del cromosoma de Fi-

ladelfia).

Grupo H
sclubilizante H 3
N : o
L]
Y .
E HN N..
HN L2 2l CH3 . H3CSOSH

= | R . Is)
S O

Imatinib
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En 1998 se iniciaron los ensayos clinicos en Fase 1 utilizando pacien-
tes para los que habia fracasado la terapia con interferén o. Hoy estd co-
mercializado con-gran éxito, y sus descubridores han recibido el recono-
cimiento mundial.

En el afio 2000, cuando la comercializacién era inminente por su se-
lectividad, se supo con sorpresa que el firmaco interactiia con la foma
inactiva de la enzima, en contraste con los escasos estudios de modela-
do molecular que se habfan realizado con antelacién los cuales parecfan
indicar que el farmaco interactuaba con la forma activa de aquélla. Cabe
pensar que si se hubiese hecho mds enfasis en estos estudios teéricos, y
se hubiera determinado la afinidad de estas estructuras por la forma in-
activa de la enzima, no se hubiera continuado con su desarrollo.

Los ejemplos que se han seleccionado muestran que el disefio y desa-
rrollo de firmacos esta basado en una interaccién interdisciplinar y
puede estar influido por circunstancias dificilmente previsibles.

5. DISENO DE NOVO

En los tltimos afios se ha ido estableciendo lo que se ha venido a de-
nominar «disefio racional» de fidrmacos, que estd basado en el conoci-
miento de las interacciones que tienen lugar entre éstos y sus dianas far-
macoldgicas. Esta dltima denominacién supone un homenaje a Ehrlich,
un quimico y médico alemdn que, para explicar cémo una mintscula can-
tidad de un compuesto puede producir efectos tan importantes cuando se
administra a un sistema vivo, predijo en el afio 1900 que los firmacos
actian como dardos que penetran en el organismo en busca de sus dia-

nas [16].

El descubrimiento de las bases moleculares en las que se fundamen-
tan los procesos biolégicos normales y patoldgicos ha abierto una nue-
va era en la investigacién de firmacos, de tal forma que la enfermedad
va no se estudia sélo como un problema médico sino como un proble-
ma biolégico. La Biologia Molecular caracteriza cada dfa nuevos recep-
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tores, y los programas de modelado molecular permiten visualizar en la
pantalla de un ordenador las estructuras tridimensionales de los ligandos,
de sus receptores y de los complejos ligando-receptor.

La genética estd haciendo posible que se conozcan proteinas cuyo pa-
pel todavia no ha podido caracterizarse en muchos casos. A estas macro-
moléculas se les denomina «receptores huérfanos», y gran parte de la in-
vestigacién bésica en las grandes compafifas farmacéuticas se dirige hoy
a la validacién de estas dianas farmacolégicas, esto es, a determinar si
puede ser importante encontrar ligandos especificos de las mismas.

(Cada vez se tiene mds informacién acerca de la estructura y funcién
de las macromoléculas bioldgicas y de la de los complejos que forman
cuando interactitan con sus ligandos especificos. El establecimiento de
las relaciones cuantitativas entre la actividad biolégica de distintos ligan-
dos en funcién de determinadas variables estructurales es la finalidad de
los estudios QSAR: quantitative structure-activity relationship. Estos pueden
hacerse con la ayuda de ordenadores, por lo que estas técnicas de disefio
se denominan computed aided drug design y utilizan en algunos casos
aproximaciones al problema facilmente comprensibles. Asf, cuando se ha-
bla de los métodos de «docking» (encajado), se estd considerando el far-
maco (o ligando) como un barco y a la diana farmacolégica (receptor)
como un puerto de atraque. En realidad, lo que hacen estos programas es
ajustar el ligando por rotacién vy traslacién, y una vez modelado el com-
plejo, calcular su energia [17].

Aungue todavia es dificil reconocer qué variables son verdadera-
mente significativas entre las muchas que pueden estar implicadas en la
interaccién ligando-receptor (con frecuencia se desprecian los efectos de

solvatacién-desolvatacién que suelen ser muy importantes), se puede cal-
cular la afinidad de un ligando antes de que sea sintetizado y ensayado.

Para calcular la energia libre del enlace ligando-receptor (AG), se
divide aquélla en diferentes componentes que se suponen que influyen
de forma aditiva. Los distintos métodos que pueden utilizarse para este
cdlculo se diferencian en el modo en que se realiza dicha divisién.
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Un grupo de métodos rdpidos y adecuados para comenzar un proyec-
to de buisqueda de nuevos prototipos, considera que la energia libre pue-
de dividirse en contribuciones hidréfobas, electrostdticas y entrépicas.
La contribucién hidréfoba puede determinarse si se conocen los pardme-
tros hidréfobos de un dtomo o grupo de dromos (los mds utilizados son
los valores m de Hansch), mientras que los pardmetros electrénicos de
Hammett se utilizan para determinar las contribuciones electrostdticas.

AG = f (contribuciones hidréfobas + contribuciones electrostaticas
+ contribuciones entrépicas)

Un segundo grupo de métodos se basa en cdlculos de mecdnica mo-
lecular, de forma que la energfa libre del enlace ligando-receptor se apro-
xima a la entalpfa calculada mediante funciones empiricas. Asi, las re-
pulsiones de van der Waals y las interacciones de dispersién se
representan por medio del término de Lennard-Jones, y las interaccio-
nes electrostdticas por medio del término culémbico, que utiliza cargas
atémicas. Las contribuciones entrépicas suelen ignorarse, aunque a veces
se anaden términos de solvatacién calculando, por ejemplo, las diferen-
cias entre la solvatacién del ligando libre y del lugar de interaccién de
la macromolécula antes y después de la formacién del complejo.

Incluso cuando los resultados de los estudios QSAR, que relacionan
la afinidad calculada con la actividad experimental (Ki, Cl;, 6 K;,} son
satisfactorios, los modelos de regresién con estos cédlculos son normal-
mente poco predictivos acerca de la potencia de compuestos que no se
incluyeron en la elaboracién del modelo tedrico. Sin embargo, la predic-
cién puede mejorarse si se comparan y seleccionan segin su «peso» (im-
portancia) las contribuciones de los fragmentos que hacen variar la ener-
gia de interaccién. Este método se denomina COMBINE vy contiene una
gran cantidad de descriprores de energfa, al igual que el método denomi-
nado CoMFA (comparative field analysis), que da informacién acerca de
las propiedades de interacicén de los ligandos.

El tercer grupo de métodos requiere célculos mds rigurosos y comple-
jos. Por dindmica molecular o por simulaciones tipo Monte Carlo, por
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ejemplo, pueden determinarse diferencias de energfa pero, con los recur-
sos computacionales actuales, estos métodos son todavia impracticables
incluso para comparar series pequefias de complejos.

Asf pues, podemos concluir que el descubrimiento y diseiio de fdr-
macos dispone hoy de herramientas de trabajo para racionalizarse o
para realizarse en menor tiempo, pero el trabajo de manipulacién de
un prototipo mediante la sintesis y ensayo biolégico de sus andlogos
sigue siendo imprescindible.
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Inhibidores de proteasas

1. PROTEASAS

Las proteasas son enzimas que catalizan la hidrélisis de proteinas.
Las cuatro clases mas importantes son las que contienen en su sitio acti-
vo un residuo de aspértico, serina o cisteina y las metaloproteasas, que
requieren la participacién de un metal. Unas proteasas liberan hormonas
y neurotransmisores a partit de ciertos precursores que son inactivos,
mientras que otras son responsables de poner fin a determinadas respues-
tas bioldgicas mediadas por péptidos, estando regulada su accién por in-
hibidores endégenos selectivos.

Estas enzimas controlan procesos fisiolégicos tan imporrantes como
la digestién, la fertilizacién, el crecimiento, la diferenciacion celular, la
defensa inmunolégica, la cauterizacién de las heridas, y la apoptosis. Es
por tanto comprensible que los inhibidores de proteasas de origen na-
tural o de sintesis se estudien con fines terapeiiticos y dc estos estu-
dios havan surgido muchos e interesantes firmacos.

En los ultimos afios, sobre todo desde el descubrimiento del antihi-
pertensivo captopril y del desarrollo de la idea de peptidomimético, los
inhibidores de proteasas estdn teniendo un avance espectacular. Hoy se
utilizan en el tratamiento del cdncer y de las enfermedades infecciosas
causadas por pardsitos, hongos y virus, desde la malaria hasta el herpes,



60 Carmen Avendafio

pasando por la esquistosomiasis, las candidiasis, el HIV o la hepatitis.
También han demostrado ser triles en los procesos inflamarorios, inmu-
noldgicos, respiratorios, cardiovasculares y neurodegenerativos, incluyen-
do la enfermedad de Alzheimer.

Para ser farmacos eficaces, los inhibidores de proteasas deben ser no
s6lo muy potentes, sino muy selectivos a fin de que inhiban una deter-
minada enzima y no muestren efectos secundarios. Ademds, deben tener
una farmacocinética y farmacodinamia apropiadas.

Las proteasas reconocen de forma especifica a determinados pépti-
dos, que son sus sustratos, por los que los andlogos de estos péptidos
tendrfan en principio una capacidad similar para ser reconocidos por la
enzima que desea inhibirse. Sin embargo, como los péptidos no pueden
utilizarse normalmente como férmacos por ser bastante inestables a la hi-
drélisis y poseer una biodisponibilidad muy mala, los inhibidores de pro-
teasas se disefian de forma que tengan el minimo caricter peptidico.

Tradicionalmente, los inhibidores de proteasas han surgido por cri-
bado al azar de productos naturales. Asf se ha puesto de manifiesto esta
actividad en un prototipo, a partir del cual se ha optimizado la actividad
biolégica a través de la sintesis y estudio de sus analogos. Alternativa-
mente, el sustrato peptidico de una proteasa puede también simplifi-
carse hasta un nimero de aminodcidos menor de 10, reemplazarse el en-
lace de amida que se hidroliza por otro que no se hidroliza, y manipularse
la estructura para optimizarla como en el primer caso.

Aprovechando que se conoce la estructura del sitio activo de muchas
proteasas, pueden también utilizarse programas de ordenador para dise-
fiar moléculas que encajen en ellos. El disefio de inhibidores de protea-
sas muy activos se basa en estrategias de sintesis a veces muy sofistica-
das, en los estudios de cinética enzimética, v en el modelado molecular.

Ya hemos dicho que las proteasas presentan en general especificidad
de sustrato, es decir, el tamaiio y la hidrofobia de sus sitios activos de-
finen cudles aminodcidos de un polipéptido pueden situarse en ellos, y
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catalizan la hidrélisis de un determinado enlace peptidico. Utilizando la
nomenclatura indicada para los diferentes residuos de aminodcidos de los
sustratos, en este reconocimiento es especialmente importante el residuo
P’, que es el que va a ser liberado en la ruptura como extremo amino del
nuevo péptido.

S (_\ ;\3

Jg( lfﬂ\iﬁfi

o] F’1
U VIR,
51 Enlace S%
que se rompe

2. INHIBIDORES DE LA ENZIMA CONVERTIDORA
DE ANGIOTENSINA. [ECA

2.1. El sistema renina-angiotensina

La renina es una proteasa de aspdrtico cuya presencia en los extrac-
tos de rifién se descubrié hace unos 100 afios. Se libera a la sangre cuan-
do las células yuxtaglomerulares del rifion detectan una disminucién de
la presién sanguinea, y su funcién es hidrolizar el angiotensinégeno para
dar el decapéptido angiotensina 1. El angiotensinégeno es una o-globu-
lina que se biosintetiza en el higado y circula en 1a sangre hasta que se
hidroliza por la renina.
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Angiotensindégeno

Renina

Angiotensina | Q\"’fﬂ
ECA J, o

: : N —» Vasoconstriccion
Angiotensina Il Receptores All :

Aldosterona

BRADIQUININA (hipotensor)
Arg-Pro- Pro-Gly- Phe -Ser-Pro:Phe-Arg-COOH

INACTIVACION
DE COMPUESTO HIPERTENSION

VASODILATADCOR

La angiotensina I, que carece pricticamente de actividad, es a su vez
el sustrato de otra enzima que hidroliza el dipéptido histidil-leucina del
extremo C-terminal y lo convierte en el octapéptido angiotensina II. Esta
segunda enzima se denomina enzima convertidora de angiotensina
(ECA), v es una metaloproteasa de Zn** que se produce fundamental-
mente en el pulmén y en el rifion. La angiotensina II se transforma en
angiotensina III por hidrélisis del residuo de dcido aspértico del extre-
mo N-terminal.

La angiotensina II eleva la presion sanguinea por varios mecanis-
mos: al interaccionar con sus receptores de membrana especificos locali-
zados en los vasos sanguineos se produce vasoconstriccién vy, por tanto,
un aumento de la resistencia periférica. Por otro lado, tanto la angioten-
sina II como la III estimulan la liberacién de aldosterona, una hormona
encargada de regular el balance electrolitico de los fluidos corporales pro-
moviendo la excrecién de iones potasio y la retencién de sodio y agua
con el consiguiente efecto vasopresor. Finalmente, como la ECA ademds
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de caralizar la hidrélisis de la angiotensina I, cataliza la hidrélisis de otro
péptido que es un potente vasodilatador: la bradiquinina, su inhibicién
se traduce en la prolongacién del tiempo de accién de ese péptido vy, en
consecuencia, de la vasodilatacién.

Los tres mecanismos explican la accién antihipertensiva de los inhi-
bidores de ECA (IECA). La hipertensién afecta al 20% de los adultos y
este porcentaje se eleva a un 60% en los mayores de 65 afios, constitu-
yendo los IECA una de las varias opciones terapéuticas posibles [1].

2.2. Desarrollo del captopril

Ondetti y Cushman, que trabajaban en los laboratorios Squibb, pro-
pusieron que la ECA vy la carboxipeptidasa A podrian tener sitios acti-
vos semejantes, ya que ambas son Zn* -metaloexopeptidasas que hidroli-
zan enlaces préximos al extremo C-terminal. La primera libera un
dipéptido y la segunda, cuya estructura por rayos X se conocia desde hace
varios anos y podia inhibirse por el deido (R)-2-bencilsuccinico, libera
un dnico aminodcido [2-4]. También se descubrié que el teprétido, un
nonapéptido aislado del veneno de la vibora brasilefia Bothrops jararaca
que posee cuatro residuos de prolina y uno de dcido piroglutdmico, inhi-
bia competitivamente a la ECA.

N

0 OH
Q )., ©
HN, - N H_)\\N \/{

H}'NH > 4 uc;}h: y [/ C
A y O o

Teprétido
Bothrops jararaca (vibora brasileia}
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La actividad inhibidora de alguno de sus andlogos mds sencillos puso

de manifiesto la importancia del resto de prolina terminal, como se re-
fleja en la siguiente tabla.

Clgy (ng/mli)

pGlu-Lys-Trp-Ala -Pro (BPP5a) 0.05
pGlu-Lys-Phe-Ala-Pro 0.05
Phe-Ala-Pro 1.4
Ala-Pro 50

Dado que el 4cido 2-bencilsuccinico era inhibidor de carboxipepti-
dasa A, los cientificos de Squibb investigaron la N-succinil-L-prolina,
como posible inhibidor de ECA, ya que podria enlazarse a su sitio acti-
vo sin hidrolizarse. Sin embargo, aunque este compuesto se utilizé como
prototipo, fue poco activo (Cl,, del orden uM). Una de las primeras mo-
dificaciones que se ensayaron en €l fueron los andlogos obtenidos por
variacion de la longitud de la cadena lateral, observandose que por de-
bajo de cuatro y por encima de seis 4tomos de carbono, la actividad in-
hibidora de ECA disminuye. En segundo lugar, se sustituyé la L-prolina
por otros aminodcidos como Arg, Phe, Leu e His, siendo el residuo Pro
el mejor.

En este momento, se sustituyd la cadena de succinilprolina introdu-
ciendo un resto metilo en o a ambos grupos carbonilo del dcido succini-
co, v se ensayaron los enantiémeros de configuracion R v S. El més acti-
vo fue el 2R-metil derivado.
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R Clsg (uM)
H3l
L'C') 22
HOOC—CH,—CH——C—
e
1500

' Il
HOOC—CH—CH—C—

[
HOOC—C —CHg——g— 2600

H
i 9 "
HS—C c— ’

o
I
HS~CHz CHy—C— 0.20
HS-—CHQ—C?H——C“ 0,023

Con objeto de mejorar su actividad, se introdujeron otros grupos fun-
cionales diferentes al dcido carboxilico que fueran capaces de mejorar la
coordinacién con Zn*", que es un dcido blando. El cambio del grupo car-
boxilo del 4cido succinico inicial por un grupo mercapto, que es una base
blanda condujo al captopril. Este fue 1000 veces mas potente que el pro-
totipo y el primer [IECA que se comercializé, constituyendo un enorme
éxito para los laboratorios Squibb. Este antihipertensivo puede adminis-
trarse por via oral ya que el enlace amidico acil-prolina es resistente a la
hidrélisis.

La fuerza de enlace entre Zn y grupo SH
aumenta la actividad
casi 1000 veces

|

HS N
O COOH

CAPTOPRIL
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Enseguida se observé que el captopril tenia algunos efectos adver-
sos, como son alteraciones y pérdida del gusto, sabor metdlico, unién a
proteinas, y reacciones alérgicas (prurito). Aunque muchos de estos efec-
tos se eliminan al disminuir la dosis, el grupo Merck emprendié la bus-
queda de un sustituto del captopril que careciera de grupo mercapto.

2.3. Biisqueda de un sustituto de captopril. Enalaprilato
y enalapril

Las reacciones adversas del captopril eran similares a las que produ-
ce la penicilamina, utilizada en ciertas intoxicaciones metdlicas por su
capacidad para formar complejos con diversos metales. Dado que ambas
estructuras comparten un grupo mercapto, fue a éste al que se atribuye-
ron los efectos indeseables. Por ello, los cientificos de Merck decidieron
volver al grupo carboxilo como grupo coordinante del catién Zn*' en el
centro activo de ECA. Estos compuestos tendrian, ademds, una mayor
estabilidad metabdlica, ya que el grupo mercapto se oxida facilmente a
disulfuro in vivo.

Hs
Hy N
HoN /' “CHa j}_< 0
CO.H HSH O HO

Penicilamina Captopril

Teniendo en cuenta que de los andlogos de acilprolina la longitud
Sptima de la cadena alifatica era de 5 eslabones, correspondiente a glu-
rarilprolina (esta cadena era mejor que la de 4 eslabones que dio lugar al
captopril), y que la introduccién de grupos metilo en la posicién 2R au-
mentaba la actividad en la serie anterior, se utilizé la 2R-metilglutaril-
prolina como prototipo, siendo una de las primeras modificaciones la sus-
titucién del metileno C-3 por un grupo NH, a fin de que la estructura
se pareciera mds a un péptido. Desafortunadamente, este anilogo era la
mitad de activo. Se razoné que la pérdida de actividad podria deberse a
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que este compuesto, cuyo grupo NH estarfa protonado a pH fisiolégico,
era demasiado hidréfilo, por lo que para contrarrestar este aumento de
hidrofilia se introdujo un grupo metilo en la posicién o al carboxilo ter-
minal. De este modo se llegé a un compuesto mucho mds activo [5].

Clso 4.9 uM Clsp 10 uM
Hs Hs
HOOC/\N/iW(N::B Hooc/\m #;:
O COOH A 0] COOH

.
L

Grupo hidréfilo que origina
interacciones indeseabies en zonas
hidrofobas del centro activo

Clsp 0.092 uM
Grupo hidrofobo .
\ v
Hy CHs
El grupo CH3 compensa la i N
hidrofilia del nitrégeno HOOC™ "N

« H

- O  GCOOCH

Grupo hidrofilo

Estos datos sugerfan que el grupo metilo en o al carboxilo, ademds
de aumentar la lipofilia, podia interaccionar con una regién del centro
activo de la enzima (la regién S,) por enlace hidréfobo. Para confirmar
esta hipétesis se introdujeron otros sustituyentes lipdfilos y de distinto ta-
mario en dicha posicién. Uno de los primeros fue el grupo fenetilo, que
mostré un gran aumento en la actividad. Cuando se prepararon ambos
estereoisémeros, el isémero S fue el mdés activo y pasé a ensayos clinicos,
comercializindose posteriormente como enalaprilato. En este farmaco, el
grupo NH debe interaccionar de alguna manera con el centro activo, ya
que su sustitucién conduce a la pérdida de la actividad.

La CI, de enalaprilato es 19 veces menor que la de captopril, no
presenta los efectos secundarios de captopril, pero no puede administrar-
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se por via oral. Se resolvié entonces preparar un derivado de tipo éster
que poseyera una solubilidad adecuada como proférmaco, lo que condu-
jo al enalapril. Es de destacar, que la esterificacién modifica sustancial-
mente el pKa del grupo amino de la cadena, ya que éste es 7,6 en ena-
laprilato v 5,5, en enalapril. Esta circunstancia, junto con el
enmascaramiento de un grupo carboxilo, explica la diferente solubilidad,
y por tanto farmacocinética, de este profdrmaco respecto al formaco ac-

tivo.
In vitro DEsg (en ratas)
Clsg Intravenosa  Oral
Enalaprilato
PhGH5
i“? Fa K 12nM  82ug/kg 2,29 mglkg
HOOC™ H
O COOCH
Activacion Enalapril
metabdlica P

PhCH, (Profarmaco)

124nM  T4ug/kg  0,29mg/kg

Seleleg H
O COOCH
Captopril
Hsz
HS N 23 nM 26ug/kg 0,33mg/kg
QO COOCH

2.4. Manipulacién de enalaprilato

Las variaciones del residuo $7, del analaprilato condujeron a lisino-
pril, que puede administrarse como 4cido sin necesidad de transformarlo
en un éster profdrmaco.
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Estudio de la zona §’;

(HE1O5
N
H COOH

0]

R Clsg (nM) R Clsg{nM}
-H 230 -CHoNH, 240
-CH3 (S) Enalapril 3.8 -(CH2)oNH2 19
-CH3 (R) 2500 {CHj)3NH; 2.2
-CHF 3.6 -(CHg)4NH2 1.2
-CH>CH3 Lisinopril 5.0 (activo como acido)
-CH2CH>CH3 8.8
-CHoPh 52

Lisinopril se absorbe lentamente, tiene una vida media muy superior
a captopril y puede administrarse una vez al dfa, al contrario que capto-
pril que ha de administrarse dos o tres veces al dia por la labilidad me-
tabdlica del grupo SH anteriormente mencionada.

L.a manipulacién del anillo de prolina (porcién P,) de enalaprilato
puede también dar lugar a compuestos activos siempre que permanezca
el cardcter de aminodcido que posee la prolina. Asi se desarrollaron in-
dolapril, imidapril, quinapril, trandolapril, perindopril, espirapril, o ra-
mipril. Todos estan comercializados.
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\@ \QP/CH:;

HOOGC
Enalapri HOOC Imidapril

—N ~N
COOH
HOOC Prototipo Hs Quinapril
Indolapril @1 1'}“_(0
; of CoH
) H- -H
— H COOEt N
HOOC COCH
Trandolapril | Ramipril
H. COOH

—N
HOOC Perindopril i/s Espirapril

Una segunda modificacién fue la obtencién de andlogos rigidos me-
diante el establecimiento de un anillo fusionado con el anillo terminal
en el que estd incorporado el metilo en o al carbonilo de amida. El ta-
mafio éptimo para este anillo, fusionado al de prolina, fue de 7 eslabo-
nes. Estas estructuras fijan un dngulo de torsién 6ptimo para interaccio-

nar con ECA.

£
ern o R
N
N%}/N N/Y
H 6 cCoon

Enalapril

EtO EO

N
0 “—COOH o
HOOC
Benazepril

Clsg1.7nM Cilazapril
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2.5. Desarrollo de IECA derivados de dcido fosférico y fosfénico

Desde que se- descubrié que un péptido fosforilado de origen micro-
biano, la fosforamidona, era un inhibidor de otra Zn**-metaloproteasa,
la termolisina, la estructura de este compuesto se utilizé como prototipo
para disefiar nuevos IECA. El complejo formado por termolisina y fosfo-
ramidona pudo estudiarse por cristalografia de rayos X y comprobarse que
el oxigeno ionizado del grupo fosforamida estd enlazado con el catién me-
talico. Los primeros andlogos que se ensayaron fueron inestables a pH fi-
siolégico, por lo que el dcido fosférico se sustituyd por dcido fosfénico.
Estos andlogos, debido a que el dtomo de carbono estd enlazado directa-
mente al de fésforo en vez de hacerlo a través de un dtomo de oxigeno,
fueron mds estables a la hidrélisis y mostraron una actividad biolégica
aceptable como [ECA. A partir de ellos surgié un derivado de 4cido fos-
finico: fosinoprilato, en el que existen dos porciones muy lipéfilas: la ca-
dena fenilbutilica y el sustituyente ciclohexilo de la prolina. Como no se
absorbe por via oral se comercializé como su profarmaco fosinopril. Los
laboratorios Squibb han desarrollado varios anélogos de fosinoprilato en
los que existen grupos fosfonamida o fosfonato en vez de un grupo fosfi-
nico {isosterismo CH,/NH y CH,/O). Muchos no son activos por via oral,
como ocurria con fosinoprilato, pero la hidrélisis de estos grupos puede
evitarse situando en la posicién contigua (o al NH o al O} un grupo
4-aminobutilo. Esta mayor estabilidad por via oral se aplicé antes al en-
alaprilato para obtener lisinopril.

A ®
/R//O N ©\/\/\QH *
HO NH =0 S

O  COOH

Cisp 1.4 nM Fosinoprilato O  COOH
Inestable a pH fisiclogico Clsg 12 nM
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O  COOCH
Clsp 51 nM Fosinopril {profarmaco)

Otro [ECA maés reciente {zofenopril, 1999), también es un profér-
maco en el que la forma activa posee un grupo mercapto, como capto-
pril [6]. La hidrélisis in vivo de su agrupamiento tioéster origina zofeno-
prilato, de estructura préxima a captopril salvo que posee un metileno
menos en la caden alquilica y que el anillo de prolina estd sustituido por
un grupo feniltio.

prn Captador de
Ha radicales libres SPh
S\/?\”/ Y Hj
o) CO-H HS
O

CO,H

Zofenoptil BM Zofenoprilato
Zofrenil®, Bifril®

Este dltimo agrupamiento lo hace muy lipéfilo y le permite acceder
a diversos érganos més dificilmente accesibles para otros IECA, como son
el cerebro, el pulmén o el corazén. Esta distribucién es especialmente im-
portante en el caso del corazén, porque dada la acrividad de los grupos
SH para atrapar los radicales libres, actiia como cardioprotector pudien-
do ser util en la prevencién de la mortalidad postinfarto de miocardio.
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2.6. Aplicaciones terapéuticas de los IECA

Los alrededor.de 15 IECA comercializados se utilizan mucho en te-
rapéutica, siendo el tratamiento de eleccién para muchos casos de hiper-
tensién e insuficiencia cardiaca congestiva, especialmente en diabéticos,
pero no deben administrarse conjuntamente con diuréticos ahorradores
de potasio, ya que al inhibir la liberacién de aldosterona el potasio no se
excreta por esta via y se puede producir hiperkalemia. Algunos, como ya
se ha dicho, se proponen para prevenir la mortalidad tras un infarto de
miocardio. Son menos eficaces en individuos de raza negra porque éstos
producen renina en menor cantidad.

Aunque desde fechas relativamente recientes otros firmacos que ac-
tiian sobre el sistema de renina-angiotensina pero que tienen menos efec-
tos secundarios: los antagonistas de los receptores de angiotensina 11 (co-
nocidos como sartanes) compiten con ellos, no acaban de desbancarlos.
Por el contrario, continda la investigacién de nuevos [ECA. Muchos son
compuestos de estructura novedosa, de origen microbiano o de sintesis [7].

3. INHIBIDORES DE ELASTASA

La elastasa es una enzima que pertenece al grupo de proteasas de se-
rina. Las proteasas de serina se clasifican en funcién de su sustrato en
tres tipos: tipo tripsina, que rompe sustratos que contienen aminodcidos
en P, cargados positivamente, tipo quimotripsina, que prefiere en dicho
lugar aminodcidos aromdticos o alifaticos de cadena larga, y tipo elasta-
sa, que prefiere aminodcidos alifiticos de cadena corra, como alanina o
valina. Entre las varias proteasas de serina cuya estructura se conoce por
rayos X, se encuentran la elastasa neutréfila humana y la trombina. La
primera estd implicada en el enfisema pulmonar, la artritis reumatoide,
la fibrosis quistica y la bronquitis crénica [8].

Su sitio activo consiste en una triada catalitica formada por los ami-
nodcidos Ser195, His57 v Aspl102 (los nimeros corresponden a la qui-
motripsina} y una porcién estructural denominada «agujero oxianiéni-
co». El sustrato se enlaza a este sitio activo formando un complejo en el
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que el carbonilo del enlace amida que ha de romperse sufre el ataque nu-
cledfilo del grupo OH de 1a serina que, a su vez, estd activado por el imi-
dazol del residuo His57. Se forma asi un intermedio tetraédrico que se
estabiliza por enlace de hidrégeno, enlazéndose a grupos NH amidicos de
los residuos Ser195 y Gly193, los cuales forman el agujero oxianidnico.

La transferencia de un protén de His37 al grupo amina del interme-
dio tetraédrico facilita la expulsién de éste como grupo salienre. El enla-
ce covalente acil-enzima se ataca por el agua y se forma un nuevo inter-
medio tetraédrico, que posteriormente se rompe por la catélisis dcida del
resto His57. Se libera asi el fragmento carboxi-terminal del sustrato y se
regenera el resto Serl195.

O %
G,
Pl Tu: /o Y
3
Serl9 ™0 T S Ser'95
i

Pl NH
’ { o i%
,,p-hr\ Ser
H q’

; . °-Js
. |Ti %r]ipﬁ ox?agr':ilgrzloco —_— H@ N
I e ' o3 N POH, -
V[% ety ?/[h\s i TGIy%
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N
W
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La elastasa se libera desde los leucocitos polimorfonucleados en res-
puesta a estimulos inflamatorios, siendo responsable de la degradacion de
proteinas del tejido conectivo, como son coldgeno, elastina, laminina, fi-
bronectina y proteoglicano. Su actividad estd regulada en circunstancias
normales por inhibidores de elastasa enddgenos, pero en ciertos estados
patolégicos la regulacién se rompe, resultando una actividad elastolitica
incontrolada que produce la degradacién del tejido sano y el desarrollo
de la enfermedad. En estos casos, los farmacos inhibidores de elastasa pue-
den actuar del mismo modo que los factores de inhibicién naturales que
se han perdido.

Los compuestos mds prometedores en este sentido son los inhibido-
res dirigidos al centro activo, cuyo cardcter puede ser méds o menos irre-
versible. Entre ellos se encuentran péptidos con secuencias que se ase-
mejan al sustrato pero poseen un grupo aldehido situado cerca del
enlace a hidrolizar. Este grupo forma un aducto semiacetdlico con el re-
siduo de serina del sitio activo de la proteasa, que puede estabilizarse ade-
mas por enlaces de hidrégeno con grupos NH de la enzima (ver el aduc-
to que forma la proteasa A de Streptomyces griseus con la quimostatina,
que es un inhibidor de este tipo).

(cadena R)

Quimostatina
Inhibidor de la proteasa de Streplomyces griseus

Enz-OH }

Grupos amida de la enzima
A
L\/ \ _,N_
7 H

M
o) Andlogo del
~ estado de
H O transicién

Ser-(enzima)
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Las estructuras de estos aductos son semejantes a las de los interme-
dios tetraédricos que se forman en la hidrélisis de un péptido catalizada
por proteasas de serina. Sin embargo, estos inhibidores no suelen ser su-
ticientemente selectivos para ser utilizados como inhibidores de elastasa
y, ademds, tienen una vida muy corta debido a la facil oxidacién del gru-
po aldehido. Por ello, se han desarrollado para este propésito trifluoro-
metilcetonas sobre la base de la deficiencia electrénica de estos grupos
carbonilo y, por tanto, su reactividad para enlazarse al grupo OH de la
serina.

H3 Ha
CF3

AL LWNHJ&

Inhibidor de elastasa

Enzima

\

Grupos amida \fie la enzima
M o
-

y Analogo del
- estado de
transicion

Ser (enzima)

Los dcidos bordnicos y los boronatos adicionan facilmente un ion
hidréxido, para formar aductos que se asemejan también al intermedio
tetraédrico de la hidrélisis de un péptido catalizada por proteasas de se-
rina. Por ello, se han disefiado péptidos con residuos de dcido ¢-amino-
alquilborénico como inhibidores de elastasa.
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Analogo del
estado de
HSCIQHS transicién
] _OR |
IS OV Bl
NH : g
HO:C N f N Enzima H—/B\O_—\
H : _Enzima __ A, .
0 CHs L‘i /~CH Ser-{enzima)
HiC 3

Inhibidor de elastasa

También se conocen inhibidores de elastasa con estructura hetero-
ciclica, algunos de los cuales actian como inhibidores suicidas. Dado que
las enzimas microbianas que se enlazan a penicilinas, denominadas PBPs,
y las que degradan a los antibiéticos B-lactamicos (-lactamasas) son tam-
bién proteasas de serina (ver los capitulos 4 y 5), algunos de sus inhibi-
dores han resultado ser también inhibidores de elastasas.

4. INHIBIDORES DE TROMBINA

La trombina es una enzima que interviene al final de la cascada de
acontecimientos que producen finalmente la coagulacién de la sangre.
Es otra proteasa de serina perteneciente a la familia de la tripsina que
se caracteriza porque ataca a enlaces peptidicos contiguos a residuos de
aminodcidos bédsicos, como son la lisina o la arginina. Son sus sustratos
el fibrinégeno y los factores V, VIII y XIII, y al hidrolizarlos libera los
péptidos de fibrina A y B que originan fibrina. La polimerizacién de
esta Gltima forma el niicleo del codgulo [9]. El desarrollo de muchos de
estos inhibidores depende, no tanto de su actividad, sino de sus propie-
dades farmacocinéticas, especialmente de una buena biodisponibilidad
tras su administacién oral.

Los inhibidores de trombina conocidos poseen o imitan las cadenas
laterales de lisina y arginina de los sustratos y se utilizan ya en terapéu-
tica como anticoagulantes y antitrombéticos como alternativa a la hepa-
rina. El argatrobdn es un derivado de arginina muy potente como inhi-
bidor de trombina (K, = 39 nM), pero ha de administrarse por via
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intravenosa porque no se absorbe bien por via oral; ademds tiene una du-
racion de accién corta. Sus andlogos napsagatrdn e inogatran poseen tam-
bién una gran actividad como inhibidores de trombina (K, = 0,3 y 15 nM,
respectivamente), encontrandose en ensayos clinicos muy avanza-
dos. Otro analogos, como efagatrdn, se encuentran también en estudio
clinico.

Residuo de arginina

\ HAEH COH
Ha
NHo Residuo de arginina”
NH o)\
¢ L Oon s
H :
0 0 COgH Napsagatran A‘NHz

Argatroban

Residuo de "arginina"
. 7
Oz~ N%/NW/NHE Efagatran
H :
HOzC. N ; NH
O Residuo de "arginina”
HNYNH

Inogatran NHp

5. INHIBIDORES DE LA PROTEASA HIV-1

5.1. El virus del SIDA vy los primeros inhibidores de la enzima
transcriptasa inversa.

Desde que en 1982 se identificé al virus responsable de esta pande-
mia, se han producido progresos notables en su tratamiento aunque éste
sélo es accesible a un ndmero de pacientes menor del 10%. Las dianas
de estos farmacos han sido enzimas del virus que son imprescindibles en
su ciclo vital. Una de ellas es la transcriptasa inversa (T1), un hetero-
dimero formado por las subunidades p66, que contienen los dominios con
actividad de ARNasa y polimerasa y catalizan 1a sintesis del ADN pro-
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virico a partir del ARN virico, y la subunidad p51, que actia como so-
porte estructural de la subunidad p66 para adoptar la conformacién ac-
tiva.

Se han desarrollado hasta el momento dos clases de inhibidores de
dicha enzima. Los mds conocidos son los 2,3-didesoxinucledsidos, que
requieren ser bioactivados a sus correspondientes 5-trifosfatos y actian
como inhibidores competitivos de los sustratos naturales yfo como termi-
nadores de cadenas de ADN. Entre ellos estdn AZT, ddC, ddI, ddC, d4T,
3TC y abacavir (ABC), todos ellos utilizados en el tratamiento de los
enfermos de SIDA.

NH;
y CH; v
A X
N o
Hofﬁ HO/\<§
N3
AZT ddC ddl

O NHo A NH
Y
HoA(ﬁ | Cki/'\;r QHo/\d

d4aT 3TC ABC

1
Ho«fj

El otro tipo de inhibidores se denominan inhibidores especificos
no-nucledsidos y algunos, como la nevirapina, delavirdina y efavirenz,
se utilizan en terapias de combinacién junto con los nucledsidos ante-
riormente citados y los inhibidores de proteasa HIV. La estructura de los
inhibidores de transcripatasa inversa no nucledsidos es diversa, ya que to-
dos se unen a una regién hidréfoba de la enzima distinta de su lugar
catalitico, aunque relacionada con él funcional y espacialmente.
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5.2. La proteasa HIV-1

La replicacién del virus HIV-1, requiere la ruptura proteolitica de una
poliproteina que contiene varias proteinas viricas fundamentales. La pro-
teolisis se lleva a cabo por una de estas protefnas codificadas por el virus
incluida en dicha poliproteina y denominada proteasa HIV-1.

La presencia en ésta de la secuencia Asp-Thr-Gly, que se repite en
los centros activos de la familia de aspartilproteasas, sugirié su pertenen-
cia a dicha familia, si bien es mas pequefia que otras aspartilproteasas de
eucariotas como la renina, ya que esta proteasa-virica sélo posee 99 ami-
nodcidos. La proteasa HIV-1 es un dimero simétrico con los dos residuos
clave de aspartato, uno de cada cadena, en la interfase entre las subuni-
dades. La mutacién en el centro activo de uno de los aspartatos origina
una proteasa totalmente inactiva, y el virus asf mutado no resulta infec-
cioso. La necesidad de esta proteasa para la multiplicacién virica ha he-
cho de ella una diana importante para combatir el SIDA.

En la siguiente figura se representa un modelo de esta proteasa con
un Sustrato en su Centro activo.
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Para comenzar el disefio de sus inhibidores se necesitaba conocer la

interaccién de la enzima con el sustrato o sus andlogos. La proteasa HIV-1

funciona como unas tijeras liberando una molécula de agua desde los dos

dcidos aspdrticos al lugar de ruptura del sustrato, creando inicialmente

un intermedio de transicidén tetraédrico. El intermedio tetraédrico se

rompe rdpidamente para dar el péptido C-terminal y la amina N-termi-

nal de dos protefnas mds pequefias que se utilizan por el virus.

Muchos inhibidores de proteasas se han desarrollado incorporando

una subestructura que mimetiza la porcién P,-P’, v no es hidrolizable.

Esto ocurre especialmente en los «andlogos del estado de transicién».

go\ Aans m}M o
‘ B o N
Acidos aspdrticos (g - I H

de la proteasa H !, 0
19 Mo

T~

Sustrato Intermedio tetraédrico

H
H SH /
i/N\ME' /f
£ E b

Inhibidor

. |
9 OH
N Had N HIB\‘OH -
Iy N < 4
2 T _ 71‘
YR T OYwY

0

H 1

1’1/ N\E/h\OH H zN/\Ti/i”
5

Acido Amina

NP
B O R T
O I



82 Carmen Avendafio
En la siguiente figura se representan ejemplos de estructuras que mi-

metizan estos estados de transicion y que se han estudiado como inhi-
bidores de renina.y de proteasa HIV-1.

A

Intermedlo tetraedﬂco

P 0
Tipo estatina Hidroxietilamina Hidroxietileno
H 1] QH 1I 1I
: o) : H o
P, OH O P, 5 P,
Dihidroxietileno Fosfinato Amida reducida

En la figura siguiente se representa cémo un inhibidor andlogo del
estado de transicion de tipo hidroxietileno puede formar enlaces de hi-
drégeno antiparalelos con una proteasa de aspdrtico y situarse en lu-
gar del sustrato.

Gly-34
Thr-219 Gly-217
H
OH H o)

Proteasa de

R2 H R }I-l ) T aspartico
Inhibidor — f";\ N N N CH
: 0 Rs 7 O

Ry
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Gly-76 Gly-75 Ser-74
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Pronto se dedujo que estos peptidomiméticos presentan una gran afi-
nidad por la proteasa HIV-1 y que ésta hidroliza enlaces peptidicos for-
mados por un residuo hidréfobo de prolina y otro aminoécido hidréfobo.
Teniendo en cuenta que un firmaco contra el SIDA no debe inhibir
apreciablemente las aspartilproteasas humanas importantes, como la re-
nina {que hidroliza el angiotensinégeno en angiotensina I}, y que la pro-
teasa virica difiere de la humana en que posee simetria binaria, se supu-
so que los inhibidores simétricos serfan especificos de aquélla.

Un buen fdrmaco anti-SIDA que actie por este mecanismo debe te-
ner buena biodisponibilidad, una adecuada duracién de accién y no debe
ser toxico. Debe ser también bien tolerado, puesto que se trata de tera-
pias crénicas utilizadas durante largos periodos de tiempo. Todo ello im-
plica que ademds de ser potente debe penetrar en las células y no debe
enlazarse a otras proteinas fisiolégicas como la albtimina sérica o la gli-
coproteina 4cida de forma significativa. Finalmente, hay que cuidar su
solubilidad acuosa y su peso molecular, ya que ambos influyen significa-
tivamente en la biodisponibilidad oral y son muy importantes para au-
mentar la absorcidn, favorecer la eliminacién renal y controlar el meta-
bolismo de primer paso en el higado.

Existen varios inhibidores de proteasa HIV-1 urilizados en terapéuti-
ca, como mesilato de saquinavir (Inverasa®, Hoffmann-La Roche), rito-
navir {Norvir®, Abbott), sulfato de indinavir {Crixivan®, Merck) y me-
silato de nelfinavir (Viracept®, Agouron Pharmaceuticals), entre otros.

Saquinavir Ritonavir

Ph

=

SRS

N/ y N\/ v, £
= . !
CONH'Bu 8] CONHBu

Indinavir Nelfinavir
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Vamos a analizar brevemente las aproximaciones para su descubri-
miento, los problemas encontrados a lo largo del proceso y sus solucio-
nes. .

5.3. Desarrolio de saquinavir, ritonavir, indinavir y nelfinavir

El saquinavir contiene un residuo P /P’ de tipo hidroxietilamina. Los
investigadores de Hoffman-La Roche empezaron a explorar inhibidores
basados en el sustrato que contuvieran como grupos P;-P, los residuos as-
paragina-fenilalanina. También eligieron andlogos del estado de transi-
cién de tipo hidroxietilamina (en vez de fenilalanina como residuo P,),
pensando en la selectividad frente a proteasas HIV, ya que hasta ese mo-
mento los inhibidores potentes de renina, pepsina y otras proteasas de
eucariotas, no eran de ese tipo. Finalmente, colocaron como residuos
P'-P", los residuos prolina-isoleucina porque los enlaces peptidicos que
contienen prolina son mds estables a la degradacién por proteasas, lo que
ayudaria a su biodisponibilidad [10].

Uno de los compuestos inicalmente ensayados (1) tuvo una Cl., de
750 nM, y a partir de éste, se modificaron sistemdticamente cada uno de
fos residuos encontrandose que la asparagina se debia mantener en la po-
sicién P,. Ademds, el resto de prolina podia sustituir por otros aminos-
cidos homélogos no naturales derivados de piperidina (3) o decahidroi-
soquinolina (4). Estos eran los residuos P’ preferidos, stendo el mejor
grupo P’, un resto de t-butilamina que forma un enlace amidico mds es-
table que el de un éster terbutilico. Finalmente, el dcido quinolina-2-car-
boxilico fue idéneo como grupo P,. La estereoquimica R del grupo hidro-
xilo en la porcién de hidroxietileno es esencial, ya que los enantiémeros
S fueron inactivos.

El saquinavir es muy potente in vitro frente a las proteasas HIV-1
(Cl, < 0,37 nM) y HIV-2 (CI;, < 0.8 nM) y no inhibe otras proteasas
de aspartico a concentraciones menores de 10 nM. Sin embargo, su bio-
disponibilidad in vivo es muy pequefia (4%) debido a su baja absorcién
oral y al efecto del primer paso. Todo ello es debido probablemente al
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ndmero de enlaces amidicos que todavia contiene y a su gran peso mo-

lecular (671 g/mol).
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El razonamiento de los investigadores de Abbott para el desarrollo
de ritonavir se bas6 en la naruraleza simétrica de la proteasa HIV-1 [11].
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La estructura simétrica 5 fue un inhibidor débil, pero anadiendo va-
lina en las posiciones P, y P’, para dar el compuesto 6 se recuperé mu-
cha potencia. Cuando el grupo benciloxicarbonilo (Chz) sobre los resi-
duos de valina se sutituyé por el grupo N-metil-2-piridilmetilcarbamoil,
que hacfa de residuo P, y P’;, se dispuso del primer candidato para los en-
sayos clinicos, el compuesto 7 (A77003). Desgraciadamente este com-
puesto no fue activo por via oral, requiriendo la via intravenosa. Ade-
més, su vida media era muy corta.

La supresién de uno de los grupos OH y la sustitucién del grupo
N-metil-2-piridilmetilcarbamoil por 2-piridilmetiloxicarbonil originé el
compuesto 8 (A77003) en el que aumenté la potencia (K) pero no la
biodisponibilidad (DE,,). La eliminacién de la valina como residuo P,
dejando un grupo carbamato de 2-piridilmetilo dio un compuesto con
mayor solubilidad acuosa (9, A80987), que se comporté muy bien en los
ensayos clinicos pero que mostré una vida media corta y una elevada afi-
nidad por las protefnas plasmiticas (un problema que acompafa frecuen-
temente a los peptidomiméticos).
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metabolizan por este cilocromo)
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Un estudio profundo del metabolismo del compuesto 9, demostré que
en los microsomas hepidticos se producfa una notable oxidacién de los
grupos piridinicos: Por ello, se realizaron varias modificaciones introdu-
ciendo otros heterociclos hasta llegar al ritonavir, con dos agrupamien-
tos de tiazol y, de nuevo, la incorporacién de un residuo de valina como
P',. A pesar de su gran peso molecular (721g/mol} y de sus muchos en-
laces amida, este compuesto es muy estable al metabolismo porque inhi-
be al sistema enzimdtico CYP3A4 [12], una circunstancia que lo hace in-
compatible con muchos fdrmacos que se metabolizan por dicho sistema.

En cuanto al indinavir, la aproximacién inicial de los investigadores
de Merck fue ensayar compuestos que habfan demostrado previamente
ser inhibidores de renina que, como ya hemos dicho, transforma el an-
giotensindgeno en angiotensina | en el organismo humano. De este tra-
bajo, resulté el compuesto 11 (L364505), un peptidomimético derivado
de hidroxietileno como grupo iséstero del estado de transicién tetraédri-
co, que mostré ser selectivo para la proteasa HIV-1 (Cl,, = 1 nM) fren-
te a la renina (Cly, = 73 nM), pero que requeria concentraciones mucho

mayores para detener la extensién de la infeccién HIV-1 en células en-
teras [13].
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El primer objetivo fue entonces disminuir la inhibicién de la renina,
lo que se consiguié eliminando los dos residuos de fenilalanina P,-P;. Asf
se llegd al compuesto 12 (L682679), que mantuvo la actividad frente a
la proteasa virica (Cly, = 0.6 nM} y careci6 de actividad frente a renina
(Cly, > 10 uM), deteniendo la infeccién en cultivos celulares a Cly, = 6
M. De esta estructura se hicieron muchos andlogos, obteniéndose final-
mente el compuesto 13 (L687908, Cl, < 0.03 nM), que no siguié des-
arrollandose por su baja disponibilidad por via oral.

Este resultado adverso se debia probablemente a la baja solubilidad
acuosa y a la inestabilidad que produce el aminodcido Ile en la posicién
P’,, haciéndolo sensible a la hidrélisis por enzimas intestinales y hepati-
cas. Este problema se abordé con anslogos que contenfan un simple gru-
po bencilamida como porcién C-terminal (14, R =H).

P1' p2' P1' P2
: Ph - Ph
Analogos de 13 sin [le H H H Constrifiendo ¢l H
¥ con un grupo N N N-bencilo enun . H ¥
bencilamida como Boc” 7y ' anillo de indana, Boc™ Y ’
porcidn C-terminal ; o] se auments la H ol
ior P =
originaron 14 . potencia 5 veces PIr” . i
RN
Anadiendo un 14.R=H, ICsp=110nM
hidroxilo al 16, R =CHpCH, Cs0= 40 nM 15, IC5p =20 M
bencilo
Indano con un
hidroxilo en trans .
0 en cis ¥
P
P P2
O Ph
N
Bo¢” Y

- Grepos____ e o
solubllizantes en P1*

17, ICso=250nM
€17, 1Gsp = 0.3 nM, mala biadisponibilidad
18, IC5p=0.45nM por baja sclubilidad en agua

Reduciendo la libre rotacién del bencilo mediante su transformacién
a un anillo de indano para dar el compuesto 15 se aumenté la potencia
5 veces y, alternativamente, sustituyendo la posicién bencilica de 14 por
un grupo hidroximetilo se obtuvo 16, también mas activo. La combina-
cién de estas dos variantes dio un indano con un hidroxilo. Cuando la
disposicién era trans {compuesto t-17) se perdia mucha actividad (Cls,
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= 250 nM); sin embargo, cuando se invirtié el hidroxilo para dar el is6-
mero cis {compuesto c-17) la actividad aumenté mucho (Cly, = 0,3 nM).
Este fue el primer compuesto que contenfa una poreién cis-1-amino-2-hi-
droxiindano como residuo P, [14].

Aungue c-17 no posefa ningin aminodcido natural, su biodisponi-
bilidad fue pequefia y no se desarrollé mas. Uno de sus problemas era que
tenfa una solubilidad acuosa baja. Tras el analisis por modelado molecu-
lar del complejo que forma dicho compuesto en el sitio activo de la en-
zima, se determiné que los anillos de fenilo de los grupos P, y P, se si-
tuaban hacia el disolvente fuera del sitio activo y, por tanto, su
manipulacién no afectaria en principio a la potencia.

Esta hipétesis se confirmé sintetizando muchos andlogos en los que
los residuos P,/P,. contenfan grupos solubilizantes, siendo el mejor el com-
puesto 18 (L689502, Cl,, = 0.45 nM}, que mostré una biodisponibilidad
en perros del 5%. Su toxicidad hepdtica determiné su eliminacién como
candidato a un desarrollo posterior, pero su complejo con la proteasa
HIV-1 se cristalizé y permiti6é conocer el modo de unién con el sitio aci-
vo de la enzima [15].

En este punto, se compararon las estructuras de saquinavir y de ¢-17,
suponiendo segln indicaban los estudios de modelado que las porciones
de decahidroisoquinolina de aquél y el resto N-terminal de éste (enmar-
cados en la Figura), ocuparfan el mismo lugar en el sitio activo. Combi-
nando la solubilidad que aporta aquel resto en el saquinavir con la es-
tructura no peptidica de c-17, se llegé a 19 (L704486), cuya optimizacioén
condujo finalmente a indinavir. Este no se une en gran medida a las pro-
teinas plasmaticas y posee una buena bioisponibilidad [16].
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En la siguiente figura se representa un modelo en el que indinavir se
encuentra enlazado a la proteasa HIV-1.

El farmaco anti-SIDA nelfinavir resulté de la colaboracién entre dos
compafifas farmacéuticas: Lilly y Agouron, basdndose en la estructura del
saquinavir con dos cambios: la sustituciéon de los residuos 14biles enzima-
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ticamente P;-P, por un grupo 3-hidroxi-2-metilbencenocarboxamida
(21) y aumento de la potencia perdida por este cambio mediante la sus-
titucién del fenilo del residuo P; por feniltio, que se une mds eficazmen-
te al bolsillo lipéfilo de la proteasa.

P2 P3
JSONH; . . Py
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bolsillo lipéfilo de la proteasa
p1 &
H
H
H H
N
N ) >
2 CH
ﬁf%o 3
Ph

Nelfinavir, Ki= 2.0 nM, ECgy = 20 nM

La asociacién Glaxo Wellcome/Vertex tiene otro inhibidor en fase
clinica, el compuesto 25 {141W94) en que el grupo decahidroisoqui-
nolina del saquinavir se ha sustituido por un grupo N-isobutilfenilsul-
fonamida. Esta modificacién supone una reduccién de centros estere-
ogénicos {de 6 a 3). Por otra parte, para lograr una mayor sencillez y
menor cardcter peptidico, los grupos P;-P, de aquél se han sustituido
por un carbamato de tetrahidrofurilo, una modificacién que ya habia
sido estudiada por Merck para el residuo P, en los andlogos de saqui-
navir. Finalmente, se introdujo un grupo amino en el benceno de la
sulfonamida para aumentar la solubilidad acuosa y la absorcién oral

[17, 18].
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Resistencias a los antibiéticos

1. LAS RESISTENCIAS A LOS ANTIBIOTICOS

El origen de los quimioterdpicos antibacterianos tuvo lugar a princi-
pios del siglo XX cuando Paul Ehrlich desarrolls el concepto de toxici-
dad selectiva y el arsenical antisifilitico salvarsdn (ver el Tema 2).

Estos compuestos pueden ser basicamente de dos tipos. Los andlogos
de un factor de crecimiento, que suelen actuar como inhibidores com-
petitivoss de una ruta biosintética esencial, entre los que se encuentran
las sulfamidas que ya hemos comentado, y los antibiéticos, compuestos
producidos por microorganismos (originariamente) que inhiben el creci-
miento o producen la muerte de otros microorganismos. De todos los an-
tibiéticos conocidos, menos de un 1% han resultado dtiles como farma-
cos, pero su introduccién en medicina ha tenido una gran repercusién en
la salud de la humanidad.

La mayor parte de los antibiéticos que se utilizan en terapéutica
son producidos por diferentes especies de bacterias y hongos para su
propia supervivencia y, en su medio natural, intercambian informa-
cién genética con gran facilidad, incluidos los genes inductores de re-
sitencia. La tranferencia de genes y su recombinacién puede realizarse
a través de la ingenieria genética para la construccién de nuevos or-
ganismos que pueden ser muy ttiles, pero también ocurre en la natu-
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raleza. Las mutaciones se originan al cambiar una secuencia de bases
del material genético y pueden ser espontdneas, por la accién de al-
gunas radiaciones-o por errores en el apareamiento de las bases (ver el
Tema 2). Si implican a un par o a unos pocos pares de bases, se lla-
man mutaciones puntuales (un gen tiene alrededor de 1000 pares de
bases). También pueden ser mutaciones inducidas por ciertos com-
puestos quimicos.

En el caso de las resistencias a los antibi6ticos tienen gran importan-
cia los pldsmidos, elementos genéticos pequefios que se replican con in-
dependencia del cromosoma y son ubicuos en procariotas, a los que pue-
den conferir determinadas caracteristicas. Los pldsmidos de resistencia
{plasmidos R} confieren resistencia a los antibiéticos y a a otros inhibi-
dores del crecimiento bacteriano, lo que tiene gran importancia médica
porque las resistencia pueden transmitirse a cepas sensibles mediante el
contacto de célula a célula.

La naturaleza infecciosa de los plasmidos R, que pueden incorpo-
rar una gran variedad de genes de resistencia, permite su rdpida disemi-
nacién a las distintas poblaciones de bacterias.

La resistencia a los antibiéticos puede ser una propiedad inheren-
te al microorganismo. Asf, algunas bacterias que carecen de la tipica pa-
red bacteriana son resistentes a los antibiéticos B-lactdmicos, ya que és-
tos actiian interfiriendo la biosintesis de aquélla (ver mas adelante). Otro
ejemplo lo encontramos en la mayor resistencia a algunos antibiéticos
que poseen las bacterias Gram negativas en comparacién con las Gram
positivas, por la impermeabilidad de su pared. Pero la resistencia a los
antibiéticos puede ser también una propiedad adquirida. Asi, muchas
bacterias mutan para modificar la diana sobre la que actia un antibidti-
co determinado, para producir enzimas que lo metabolizan, o para au-
mentar su eflujo. Por ejemplo, la Neisseria gonorrhoeae (que causa la go-
norrea) era sensible a la penicilina, pero alrededor de 1980 se hizo
insensible mediante la producciénde B-lactamasas que la metabolizan.
Por eso, el uso continuado de un antibidtico conduce a resistencias més
extendidas.
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El desarrollo econémico, en el que se incluye la creacién de grandes
hospitales, ha conducido a una mucho mayor calidad de vida. Sin em-
bargo, éstos han centribuido a difundir las denominadas infecciones hos-
pitalarias o nocosomiales. Estas estan originadas por un ndmero muy li-
mitado de patégenos, pero se han convertido en un grave problema
sanitario por las resistencias que dichos patégenos muestran y conducen
en muchos casos a la septicemia y a la muerte. Son ejemplos los Strepro-
coccus pnewmoniae, Escherichia coli {infecciones de vias urinarias), Pseudo-
monas aeruginosa v Staphylococcus aureus. -

La resistencia a multiples farmacos {(multi drug resistance, MDR) es la
causa principal de los fracasos que ocurren en los tratamientos antiinfec-
ciosos. Algunos opinan que los antibidticos tradicionales que actualmen-
te se emplean para curar las infecciones comunes no se podran utilizar
en un futuro mas o menos préximo [1-7].

En 1967 se pensaba que los antibiéticos y otros agentes quimiote-
rdpicos podian eliminar cualquier microorganismo patégeno, y se de-
clar6 oficialmente que el problema de las infecciones habia termina-
do. Desgraciadamente, aquellas declaraciones menospreciaron la
capacidad que tienen las bacterias para adaptarse por seleccién natu-
ral. De hecho, cada vez se producen més infecciones causadas por gér-
menes que se han hecho resistentes a los tratamientos habituales y sa-
bemos que el desarrollo de resistencias para cada nuevo antibacteriano
que se introduce en el mercado es s6lo cuestién de tiempo. El uso in-
discriminado de antibiéticos para consumo humano vy su adicién a los
piensos para evitar infecciones y conseguit mayores rendimientos en
explotaciones ganaderas, ha acelerado el desarrollo de estas resisten-
cias.

Existe una gran variedad de farmacos antibacterianos, la mayor par-
te de los cuales interfiere la sintesis proteica de las bacterias, la replica-
cién y reparacién de sus dcidos nucleicos y la biosintesis de sus paredes
celulares. Las bacterias actitan contra ellos, como ya se ha dicho, modi-
ficando su estructura o la de sus propias dianas macromoleculares, sien-
do ademds frecuente la sobreexpresién de proteinas de membrana que im-
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piden su concentracion en el interior celular transportdndolos activamen-
te al exterior [8]. Comentaremos algunos ejemplos.

2. ANTIBIOTICOS QUE INHIBEN LA BIOSINTESIS
PROTEICA

Las diferencias que existen en la sintesis de ARN y protefnas de los
sistemas procariotas y eucariotas han permitido el desarrollo de antibié-
ticos muy selectivos, como son los aminoglucésidos o los macrélidos (ver
la estructura de la kanamicina A y de la eritromicina A como represen-
tantes de ambos tipos). Los primeros siguen siendo ttiles en el tratamien-
to de infecciones causadas por bacterias aerébicas Gram negativas. La es-
treptomicina fue el primer antibiético utilizado en el tratamiento de la
tuberculosis, pero tiene efectos secundarios y desarrolla facilmente resis-
tencias (ver el Apartado 5). Su andlogo kanamicina es quimioterdpico
de segunda linea en el tratamiento de esta enfermedad. La eritromicina
A, el mas importante de los antibiéticos macrélidos, interacciona con la
subunidad 50S de las bacterias. Estos compuestos contienen un anillo de
lactona de 12 a 16 eslabones de carbono al que se unen uno o m4s res-
tos de azicar. Eritromicina A se utiliza especialmente contra Legionella
pneumophila y en pacientes alérgicos a los antibiéticos B—lactdmicos [9].

6

Kanamicina A

CHy

Eritromicina A

La informacién que transmite el ADN para la sintesis de proteinas
se basa en el hecho de que un aminodcido que ha de incorporarse a una
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secuencia peptidica estd codificado por un determinado trinucleétido
{codén del ARNm), existiendo 64 modos de organizar los cuatro nucle-
6tidos naturales en conjuntos de tres para codificar los aminodcidos que
constituyen las proteinas.

Los ribosomas bacterianos, donde tiene lugar la sintesis proteica, es-
tan constituidos por dos subunidades de un complejo formado por ARN y
proteinas: la subunidad 30S (unidades Svedberg de sedimentacién en ultra-
centrifuga) y la subunidad 50S. Esta ltima contiene ARNr de 238y 35Sy
alrededor de 34 proteinas. La subunidad 30S contiene ARNr de 165y 21
proteinas y estd muy conservada porque es en la que se produce el recono-
cimiento especifico entre los anticodones del ARNt y los codones del
ARNmMm, que se mantiene «enhebrado» para interactuar con aquél. El sub-
sitio P (peptidil), es donde se encuentra el péptido naciente, mientras que
el subsitio A (acepror) es el lugar al que se une el nuevo aminoacil-ARNt.
Una vez elongada la cadena con un nuevo aminoacil-ARNt, este ARNt
debe traslocarse del subsitio A al P para dejar libre aquél, a fin de que pue-
da unirse un nuevo aminoacil-ARNT. Pero, a cada paso de traslocacién, el
mensaje avanza tres nucleétidos exponiendo un nuevo codén en el subsi-
tio A. Los antibiéticos aminoglucésidos interaccionan con este subsitio A,
produciendo fallos en la «lectura» de los codones.

Un mecanismo de resistencia a estos antibiéticos implica su inac-
tivacién metabdlica. Los microorganismos son capaces de inducir enzi-
mas para acetilar, fosforilar o adenilar sus grupos hidroxilo o amino pro-
duciendo su inactivacién. Por ello, se ha modificado la estructura de los
compuestos naturales, obtenidos por fermentacion, a fin de que carezcan
de estos grupos susceptibles al ataque enzimdtico o que, si los poseen, es-
tén impedidos estéricamente. Asf, las gentamicinas y la tobramicina no
tienen el grupo hidroxilo en la posicién 3 vy, por tanto, no se inactivan
por fosfotransferasas que fosforilan especificamente dicho grupo. Las gen-
ramicinas también son resistentes a la accién de nucleotidiltransferasas,
capaces de adenilar hidroxilos secundarios que se encuentren en una dis-
posicién ecuatorial. La gentamicina C,, posiblemente por razones estéri-
cas, es también insensible a la accién de acetiltransferasas (que acetilan
el grupo amino en la posicion 6).
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Nombre R R S B R® R’
Gentamicina C4 H CHj; CHj CHa CH CHs H
Gentamicina Go H CHs H CHgz CH CHg H
Gentamicina Cs H H H CHs OH CHj4 H
Tobramicina OH H H H H OH CHOH

Las bacterias también generan otros mecanismos de resistencia a
los antibiéticos aminoglucésidos mediante la modificacién de su diana
macromoleular,

Asi, diversos estudios de RMN han permitido conocer la estructura
del complejo que forma un oligonucleétido ARN que codifica el lugar
A de la subunidad 16S con el antibiético aminoglucésido paromomici-
na. Este se une al surco mayor del ARN a través de diversos enlaces de
H v ciertos enlaces iénicos y esta unién estabiliza una conformacién de
este ARN que es muy diferente a la que posee en ausencia del antibié-
tico, lo que produce errores en la traduccién. Ciertas cepas de micobac-
terias se han hecho resistentes a paromomicina por mutagénesis de los
residuos de la diana farmacoldgica que estdn implicados en estas inter-
acciones.
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Paromomicina

También son frecuentes las mutaciones en genes que codifican las
proteinas ribosémicas en cepas de M. tuberculosis resistentes a estrepto-
micina, lo que conduce a que el ribosoma deje de tener afinidad por el
farmaco.

En cuanto a los antibidticos macrélidos, apenas se conocen enzimas
con capacidad para modificar su estructura, produciéndose las resisten-
cias por mutacién de la diana o por sobreexpresién de bombas de trans-
porte. Estos firmacos se enlazan al centro activo de la peptidiltransfe-
rasa en la subunidad 508 del ribosoma produciendo la inhibicién de la
sintesis proteica. La estructura cristalina de este ribosoma refleja que las
mutaciones gue generan resistencia a eritromicina y cloranfenicol, que
es otro antibacteriano sin ninguna relacién estructural con la eritromici-
na pero que actia igualmente inhibiendo la peptidiltransferasa, se pro-
ducen en el lazo de esta enzima, frecuentemente por metilacién del re-

siduo de adenina 2058 del ARN 238.

Cloranfenicol
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Esta metilacién estd catalizada por la enzima metiltransferasa Erm
{erythromycin resistance methylase), que utiliza S-adenosilmetionina como
cofactor. De hecho -Streptomyces erythreus, que es el microorganismo que
produce la eritromicina, utiliza la metiltransferasa Erm para proteger su
ribosoma del antibiético, metilando su propio ARN 23S, También se pro-
ducen resistencias por otra mutacién: la sustitucién de la adenina 2058
por guanosina, citosina o uracilo.

En bacterias resistentes a los macrélidos se ha encontrado el gen
mefE, que expresa una proteina de transmembrana (MefE). Esta pro-
duce el eflujo de estos antibidticos.

3. ANTIBIOTICOS QUE AFECTAN A LA REPLICACION
Y REPARACION DEL ADN

Las quinolonas antibacterianas, por ejemplo ciprofloxacino, son far-
macos sintéticos que tienen como diana a las girasas de ADN (topoiso-
merasas de tipo Il en las bacterias Gram-negativas y Gram-positivas y a
fa topoisomerasa [V en algunas Gram-positivas). Las girasas intervienen
en el enrollamiento de las hebras a través del grupo fenéxido del residuo
Tyr122 de la enzima despies de cada replicacién del ADN. Este grupo
fenéxido produce la ruptura de ambas hebras formando ésteres entre el
fosfato en 5 del ADN y el OH fenélico de aquel aminoécido.



Resistencias a los antibidticos

103

NH,

ey o (T

o — /L:
TN S AN .
o o
¢ Residuo Tyr 122 de la OH
Residuo Tyr 122 de la LT lopoisomerasa %
topoisomerasa o=F .
: -~
X
T_ e /g - Z_— W,
9
%/ i T ® o]

v v

Las quinolonas se unen al complejo ADN-girasa haciendo incapaz
a la enzima para ejercer su funcién, bloqueando la replicacion del ADN
y produciendo finalmente la muerte celular. Las resistencias se produ-
cen por mutaciones en la regién N-terminal de la girasa de ADN vy,
concretamente, tienen lugar en los residuos 67-106. De esta forma se
reduce la probabilidad de que se forme el complejo ternario
enzima-ADN-quinolona o éste complejo estd desestabilizado.

F CO,H

()

Ciprofloxacino
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También se han observado resistencias producidas por una disminu-
cién de la concentracién intracelular mediante el eflujo de etos antibié-
ticos al exterior, un fenémeno que se ha relacionado con la sobreexpre-
5i6n de una proteina de transmembrana de 12 hélices (NrA). Este sistema
de transporte exporta rambién otros antibidticos hidréfilos.

La rifampicina, es un derivado semisintético de la rifamicina que se
utiliza en los tratamientos multifirmaco de infeccines causadas por mi-
cobacterias, como es el caso de la tuberculosis. Actda enlazdndose a la
subunidad B de la polimerasa de ARN, inhibiéndola. Las resistencias
también se producen en este caso por mutagénesis de la diana, y rienen
lugar en tres regiones muy conservadas. Otros andlogos sintéticos de la
rifampicina, como la rifabutina, rifapentina y el compuesto KRM-1684
no son mucho més eficaces que aquélla.

L]

Rifampicina

4. ANTIBIOTICOS QUE AFECTAN A LA BIOSINTESIS
DE LA PARED CELULAR

Ademss de la membrana citoplasmédtica, las bacterias poseen una es-
tructura adicional formada por peptidoglicano, una macromolécula de po-
lisacdrido en la que se alternan N-acetilglucosamina y 4cido N-acetilmu-
rdamico y en la que los residuos de N-acetilmurdmico se enlazan a un
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pentapéptido del que parten enlaces cruzados por transpeptidaciéon entre
determinados aminodcidos.

Esta estructura protege a la célula de las variaciones de la presién os-
mética y determina su forma, siendo muchos los antibiéticos naturales
que van dirigidos a enzimas o a sustratos que estdn implicados en su bio-
sintesis, ya que tiene varias etapas. Asf, la fosfonomicina, inhibe la sin-
tesis del 4cido N-acetilmurdmico y la D-cicloserina (un tuberculostari-
co) actta en la biosintesis del pentapéptido inhibiendo varias enzimas en
las que participa D-alanina.

La bacitracina A (un antibiético peptidico aislado de B. lichenifor-
mis), impide que cadenas de disacdrido péptido se unan a un transporta-
dor lipidico de la membrana y se trasloquen al periplasma bacteriano para
que varias enzimas completen la polimerizacién y realicen la transpepti-
dacién.

D-Asp
L-Asp — L-His

L-Lys D-Phe

/ N\ /

Llley D-Om~— L-lleu
N HzN
D-Glu — L-Leu.-~ N

Lé' CH3 L-Ile

CHa

0
L-Cys

Bacitracina A

Este antibiético inhibe la defosforilacién de fostato de undecapreni-
lo («phospholipid carrier») formando un complejo con éste, siempre que
esté presente un catién divalente que generalmente es Zn*". El metal se
une al grupo fosfato del tosfato de undecaprenilo y la cadena lipéfila de
éste a residuos lipéfilos de Phe e Ile del antibiético.
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lied

Asni2 g

Bacitrina A incluyendo Zn™*

El proceso de biosintesis en el que estd implicada la bacitracina A se
representa a continuacion:
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Las transpeptidasas de peptidoglicano son las proteinas que se enla-
zan a las penicilinas (PBPs, «protein binding enzymes») [9] y, en gene-
ral, a los antibiéticos B-lactdmicos. Actiian como se indica en el siguien-
te esquema, catalizando la formacién de un enlace cruzado entre un resto
D-Ala (el pendltimo del pentapéptido) y un aminodcido basico de otra
cadena (L-Lys en nuestro caso).
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Los antibiéticos B-lactdmicos, entre los que se encuentran las peni-
cilinas y las cefalosporinas, ejercen su accién terapéutica a través de la
inhibicién de las PBPs. Acttian como falsos sustratos acilando un residuo
de serina situado en el lugar activo, debido a la apertura del anillo 3-lac-
tdmico, formando derivados de tipo éster que se hidrolizan muy lenta-
mente. De esta forma, deja de realizarse la biosintesis de esta pared, se
produce su ruptura vy, finalmente, la muerte de las bacterias que se en-
cuentren en crecimiento.

Penicilinas

o)
HyG,

np A

i I CC,H
Chy

D-Ala-D-Ala

NH

Paptidoglicano

Acilacion de las PBPs

Las bacterias se protegen de estos farmacos expresando B-lactamasas,
unas peptidasas similares a las PBPs que, una vez aciladas, se hidrolizan
rapidamente, lo que conduce a que el antibiético se inactive [10]. La se-
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mejanza citada explica que sea muy dificil disefiar antibiéticos B-lactdm-
cos que sean poco sensibles a las 3-lactamasas pero que se enlacen a las

PBPs.

A lo largo del tiempo, la estructura de estas enzimas ha evolucionado,
pudiéndose clasificar en cuatro tipos: las B-lactamasas de clases A, C y D
actian como se ha comentado porque contienen un resto de serina en el
sitio activo. Las de clase A se codifican generalmente por un pldsmido
mientras que las de las clases C y D se codifican cromosémicamente. Las
B-lactamasas de clase B son metaloproteasas de Zn’* [11]. Desde el punto
de vista terapéutico las més importantes son las B-lactamasas de la clase
A, que incluyen a las penicilinasas TEM, y las 3-lactamasas de la clase C,
entre las que se encuentran algunas cefalosporinasas como AmpC [12].

Streptococcus pneumoniae no biosintetiza B-lactamasas, sino que
se hace resistente a estos antibiéticos modificando sus PBPs por mu-
taciones en varios aminodcidos que conducen a dianas con menor afi-
nidad por casi todas las B-lactamas, incluyendo la tercera generacién de
cefalosporinas, como cefotaxima y ceftazidima.
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Las penicilinas resistentes a B-lactamasas poseen grupos acilo en la
cadena lateral con impedimento estérico. Una de ellas es meticilina, que
no puede administrarse por via oral pero se utiliza intramuscularmente.
Otras son las penicilinas isoxazdlicas, como oxacilina, que si pueden ad-
ministrarse por via oral por tener, ademds de impedimento estérico, agru-
pamientos electrén-atrayentes.
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Meticilina Oxacilina

Un ejemplo dramatico de resistencia bacteriana es el caso de la van-
comicina, un glicopéptido que se desarroll6 en Lilly y que se emplea en
el tratamiento de infecciones causadas por bacterias que se han hecho re-
sistentes a los antibidticos que anteriormente eran resistentes a [3-lacta-
masas por tener restos acilo voluminosos o por cualquier otra circunstan-
cia estructural.

Entre ellas se encuentran las cepas de S. Aureous resistentes a meti-
cilina y el E. fecalis, que produce la mayor parte de infecciones hospita-
larias (especialmente en enfermos con tratamientos de didlisis y en pa-
cientes cancerosos tratados con quimioterapia). Estas infecciones pueden
ser mortales.

La vancomicina es un glicopéptido que por su gran hidrofobia y su
gran tamafio no puede atravesar las membranas celulares e interfiere la
biosintesis del peptidoglicano enlazdndose a través de cinco enlaces de
hidrégeno al extremo D-Ala-D-Ala de la cadena de pentapéptido en la
estructura precursora de peptidoglicano que hemos indicado anteriormen-
te. De esta forma impide que la cadena peptidica sea reconocida por las
transpeptidasas y bloquea la formacién de los enlaces cruzados.
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Las bacterias se han hecho resistentes a la vancomicina rempla-
zando la porcién D-Ala-D-Ala de la cadena polipeptidica por otra de
D-Ala-D-lactato. Asi, el antibidtico s6lo puede enlazarse con 4 enlaces
de H, ya que el enlace entre los 4tomos indicados en color rojo no pue-
de producirse. La ausencia del quinto enlace de hidrégeno es suficiente

para hacer unas 3 veces mas débil el complejo citado, perdiéndose la ac-
tividad antibacteriana.
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Esta murtacién se realiza por activacién de los genes que codifican
una ¢-cetorreductasa que convierte el piruvato en D-lactato, asi como
de una ligasa dependiente de ATP que cataliza la unién de D-lactato a
D-alanina. Al mismo tiempo, se sobreexpresa una D-Ala-D-Ala dipepti-
dasa dependiente de Zn**, que hidroliza selectivamente este dipéptido y
permite que se acumule D-Ala-D-lactato y se incorpore al peptidoglica-
no. Estas ligasas comienzan fosforilando D-Ala y, posteriormente, forman
el enlace éster con el OH del lactato como nucleéfilo.

Aunque en el caso de cepas de S. aureous resistentes a vancomicina
no se han encontrado estas ligasas, si se han detectado niveles aumenta-
dos de PBPs, que compiten con la vancomicina por su sustrato
D-Ala-D-Ala y forman complejos reversibles.
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Otro antibiético glicopéptido utilizado en el tratamiento de infeccio-
nes hospitalarias SARM (S. Aureus resistentes a mitomicina) es la tei-
coplanina, uno de los cinco compuestos que produce mayoritariamente
Actinoplanes feicomyceticus (los compuestos se diferencian en el resto R).

MO

oH Teicoplanina

OH
OH

Los primeros casos de Enterococcus faecium resistentes a vancomici-
na se conocieron en Europa en los afios 80. Las estreptograminas
(Synercyd®, de Aventis Pharma) fueron los primeros antibiéticos que se
utilizaron como antibacterianos de reserva. Son una asociacién de dos
compuestos que actdan sinérgicamente, inhibiendo la sintesis proteica:
quinupristina y dalfopristina.
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Estos antibiéticos, por su funcién lactona y su mecanismo de accién,
se consideran proximos a los macrélidos, aunque su estructura es seme-
jante a la de los antibiéticos glicoproteicos (como vancomicina).

Por otra parte, después de 35 afios de bisqueda de un antibiético efi-
caz frente a cepas resistentes a meticilina y vancomicina, Pharmacia&Up-
john ha desarrollado linezolida (Zyvoxid®), que es el primer antibiético
comercializado con estructura de oxazolidinona. Otros andlogos, como
DUP 721, DUP 105 o PNU 100592 (eperozolida), tuvieron que desechar-
se por su toxicidad. Linezolida puede administrarse por via oral o intrave-
nosa, y actda inhibiendo los primeros pasos de la biosintesis proteica por
un nuevo mecanismo que se sitda en la interaccién de ARNm-ARNt con
la subunidad 30S del ribosoma {13, 14]. Linezolida ha sido galardonada en

diciembre de 2002 con uno de los premios a la innovacién «Panorama».

0
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Linezolida

5. LA TUBERCULOSIS MULTIRRESISTENTE

Hay dos tipos de bacilos tuberculosos que pueden causar esta enfer-
medad en el hombre: uno es responsable de casi todos los casos de tuber-
culosis pulmonares, el bacilo tuberculoso humano; el otro es el bacilo tu-
berculoso bovino, que parasita al ganado y se vincula a la tuberculosis de
ganglios y huesos en las personas jévenes. También existen otras mico-
bacterias atipicas que provienen del suelo, los pdjaros u otros animales y
pueden producir infecciones humanas del mismo tipo que la tubercuio-
sis, pero tienen una incidencia mucho menor.
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El género Mycobacterium, a cuyo estudio dedicé una especial atencién
el Premio Nobel de Medicina y Fisiologia de 1905 Robert Koch, posee en
su cubierta unos compuestos lipidicos especiales denominados dcidos micé-
licos que estdn enlazados a polisacdrisdos de galactosa-arabinosa, ademds del
peptidoglicano con enlaces cruzados entre D-Ala y 4cido diaminopimélico
[13, 16]. Quizas porque este caracter hidréfobo de la superficie hace a las
células muy impermeables a los nutrientes, estos bacilos tienen un creci-
miento lento. Otro componente importante de la envoltura es el lipoarabi-
nomanano, que posee un cardcter inmunogénico para los macréfagos (cé-
lulas B y T). Estos macréfagos poseen receptores que reconocen a dichos
componentes v, al hacerlo, fagocitan al pardsito e intentan destruitlo en el
fagosoma por varios mecanismos, entre los que se encuentra la formacion
de especies readicilicas como superéxido y radical hidroxilo {17].

El bacilo tuberculoso se multiplica muy lentamente y es muy dificil
de eliminar, siendo el oxigeno fundamental en su desarrollo ya que es un
germen estrictamente aerobio que pone en juego procesos oxidativos
—prooxidantes y antioxidantes- para defenderse del ataque de los macré-
fagos. Puede decirse que la tuberculosis es una enfermedad vinculada al
estrés oxidativo y entenderse el empleo de antioxidantes en su preven-
cién yfo tratamiento de la tuberculosis.
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La tuberculosis no es sinénimo de bacilo de Koch, ya que éste es cau-
sa necesaria pero no suficiente para producir la enfermedad. Por ranro,
el tratamiento de la tuberculosis no es sinénimo de «eliminar al bacilo
de Koch». La tuberculosis humana es una enfermedad antiquisima, pero
hasta mediados del siglo XIX apenas se conocia su etiologfa, patogenia y
tratamiento. Los trabajos de Villemin (1827-1892) y de Koch
{1843-1910) dieron lugar a los fundamentos de su etiologia y patogenia.
Pero aiin asi quedaban muchas incégnitas importantes: ;Por qué el baci-
lo de Koch produce en unos organismos una tuberculosis progresiva que
lleva a la muerte; en otros, una enfermedad de curso benigno y hasta de
curacién espontdnea; en otros la «infeccién tuberculosa» que sélo se ma-
nifiesta por marcadores inmunolégicos; y en otros no produce nada?

La interaccién de M. tuberculosis vy el hospedador humano es ex-
tremadamente compleja y estd determinada en parte por la virulencia de
la cepa, aunque probablemente sea mds importante la resistencia especi-
fica y no especifica del hospedador. La virulencia de los cultivos de M.
tuberculosis se ha correlacionado con la formacién de estructuras longitu-
dinales en forma de cuerda que reflejan la presencia del glicolipidos de-
nominados «factor cuerda». En las infecciones primarias, que afectan
por primera vez a un individuo, las bacterias se depositan y desarrotlan
en los pulmones. Entonces se produce la sensibilidad retardada, forman-
dose agregados de macréfagos activados que se denominan tubérculos.

Las células fagociticas destruyen las bacterias empleando formas
téxicas de oxigeno (H,0,, O;, HO vy 'O,), pero algunos organismos pa-
tégenos han desarrollado mecanismos para neutralizar estos efectos. Asi,
M. Tuberculosis parece que emplea glicolipidos fendlicos asociados a la
pared celular que son muy eficaces para eliminar HO y O,, las especies
mds perjudiciales.

La molécula de oxigeno tiende a aceptar electrones de uno en uno,
originando en primer lugar el anién superéxido (O, ), que por la accién
de la superéxido dismutasa (SOD) se descompone en O, y anién per6-
xido. Este se protona a peréxido de hidrégeno (H,0,), que es un pre-
cursor directo de los dafiinos radicales hidroxilo (HO'). También puede
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reducirse a agua por la catilisis de glutatién peroxidasa u oxidarse a O,
por la catalasa [18].
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En los casos en que las bacterias no se controlan, se produce una in-
feccién pulmonar que puede conducir a la destruccién masiva del tejido,
a la dispersién de las bacterias a otros lugars del organismo, y a la muer-
te. Pero en la mayor parte de los casos, no se produce la infeccién agu-
da vy la infeccién no es aparente, aunque el individuo estd hipersensi-
bilizado a la bacteria y sus productos. Esta hipersensibiliadad es el
fundamento de la prueba diagnéstica de la tuberculina. En esta prueba,
los antigenos derivados del bacilo inyectados por via subcutdnea a un ani-
mal previamente inmunizado frente al mismo antigeno, desencadenan
una reaccién en la piel a las 24-48 h, ya que las citocinas liberadas esti-
mulan a las células Ty, que atraen grandes cantidades de macréfagos para
ingerir y digerir el antigeno invasor.

Los individuos con este diagnéstico positivo pueden convertirse en
enfermos crénicos si se producen infecciones renovadas o si, tras perma-



Resistencias a los antbidticos 119

necer algunos bacilos latentes en los pulmones, se reactivan como con-
secuencia de malnutricién, hacinamiento, estrés, desequilibric hormonal,
etc.

En 1922 se introdujo la prevencién de la tuberculosis por inmuni-
zacién con B.C.G. (Bacilo Calmette Guerin), pero su valor no respon-
dié a las expectativas cifradas en ella. La historia de la moderna quimio-
terapia de la tuberculosis comienza con Dubos, quien, trabajando con
Waksman en Estados Unidos, estudié la actividad de compuestos produ-
cidos por gérmenes del suelo sobre otros gérmenes. Estos trabajos moti-
varon a Waksman a ampliar este estudio. Asi nacié la estreptotricina y
luego, con la colaboracién de Schatz, en 1944, la estreptomicina (ver el
apartado 2). Ese mismo afio Feldman, Hinshaw y Pfuetze iniciaron su em-
pleo en el tratamiento de la tuberculosis.

En 1943 Lehman desarroll6 el dcido 5-aminosalicilico y, a principios
de la década de los cincuenta, Domagk e investigadores de Hoffman La
Roche, Squibb v Bayer encontraron, en la basqueda sistemética de deri-
vados de tiosemicarbazonas, que la isoniazida (o hidrazida del 4cido iso-
nicotinico) era tuberculostitico. En julio de 1950 Bergel habfa publica-
do el trabajo «Fundamento del empleo de los antioxigenos en el
tratamiento de la tuberculosis». Dado que ciertos metales en estados de
valencia no usuales, como el hierro, intervienen en procesos oxidantes
se estudiaron las tiosemicarbazonas como agentes quelantes con posible
actividad antituberculosa. De este estudio surgié la isoniazida y luego el
etambutol.

La isoniazida es un producto de sintesis barato que puede adminis-
trarse por via oral y es especifico del bacilo, por lo que supuso una ver-
dadera revolucién en el tratamiento de la enfermedad. A mediados del
siglo XX vya se disponfa por tanto de estreptomicina y de isoniazida como
antituberculosos eficaces, adem4s de pirazinamida, etambutol, etionami-
da, D-cicloserina, tiacetazona, y en 1970, la rifampicina (ver la estructu-
ra y accién en el apartado 3). Los farmacos que se utilizan como prime-
ra opcién en el tratamiento de la tuberculosis causada por cepas sensibles
son una combinacién de isoniazida, rifampicina, pirazinamida, etambu-
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tol o estreptomicina, que va cambiando a lo largo del tratamiento. En
casos de toxicidad y de resistencia se utilizan como fdrmacos de segunda
linea 4cido 5-minaosalicilico, kanamicina, etionamida, D-cicloserina (un
inhibidor de la enzima alanina racemasa que participa en la biosintesis
de peptidoglicano catalizando la transformacién de L-Ala en D-Ala, por
ejemplo), capreomicina y tiacetazona {que forma complejos con metales
como la isoniazida o el etambutol).

N
“NHp OH
: P!
e [ = NHy N/\/N\(\
| — H
“ N
N OH
Isoniazida Pirazinamida Etambutol
NHo
H2 O H Y
N ’\?\( HaC—( —NH
O NH
Hy | o-NH S>/— 2
N
Etionamida Cicloserina Tiacetazona

Parecfa que se habfa conseguido el fin de la enfermedad, y comenza-
ron a cerrarse los sanatorios para tuberculosos, pero no debe olvidarse que
el descenso de mortalidad por tuberculosis ya habia comenzado cien afios
antes debido a factores econdmicos que supusieron mejoras en la calidad
media de la vida y en la alimentacién. Adn seguia sin estar clara la di-
ferencia entre infeccién tuberculosa y enfermedad tuberculosa, el papel
de las defensas naturales o la predisposicién. A estas incégnitas se suma-
ron la aparicién de resistencias bacterianas y el SIDA.

En la actualidad fallecen de tuberculosis alrededor de 3.000.000 de
personas al afio, pero, a pesar de la necesidad de desarrollar antitubercu-
losos de tercera linea eficaces y poco téxicos, desde el descubrimiento de
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la rifampicina en 1970 no se ha introducido ningin avance terapéutico
destacable hasta que recientemente se han empezado a emplear la rifa-
butina, un derivado de rifamicina relacionado con rifampicina, la amika-
cina (un aminoglucésido) y algunas quinolonas, como ciprofloxacine u
ofloxacino.

Todos estos compuestos actdan por diversos mecanismos. Algunos in-
hiben la transcripcién del DNA a RNA o la unién de proteinas en los
ribosomas micobacterianos, mientras que otros interfieren la sintesis del
dcido micélico de la membrna del parésito.

Al tratar a las bacterias con una pequefia cantidad de isoniazida, se
produce la total inhibicién de la sintesis de dcidos micélicos, mientras
que una incubacién contfnua con este farmaco produce la pérdida de la
membrana externa y la muerte. El mecanismo de accién més probable
para explicar la actividad antituberculosa de la isoniazida sugiere que
es un profdrmaco que, tras bioactivarse por la enzima KatG (con ac-
tividad de catalasa-peroxidasa), inhibe una enoil-ACP reductasa depen-
diente de NADH que reduce trans-enoiltioésteres de la proteina ACP
(acyl carrier protein). Esta reaccién es esencial para la formacién de las
cadenas de dcidos micélicos [19-21].

Este proceso no estd corroborado, pero sf se ha demostrado que la
isoniazida se oxida en presencia de pirofosfato de Mn’" por pérdida de un
electrén y ganancia de un protén, para dar un radical de acilo posible-
mente a través de radicales captodativos sobre el d&tomo de nitrégeno con-
tiguo a C=0 y NH,. Este, tras la adicién de un electrén, se enlaza cova-
lentemente al cofactor de la reductasa en su forma oxidada (NAD®). La
isoniazida también podrfa actuar como quelante de cationes metdlicos
que, como el Cu®', son necesarios para la actuacién de las enzimas que
utiliza el pardsito en la desactivacién de los radicales de oxigeno produ-
cidos por los macréfagos.
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Algunos parésitos consiguen sobrevivir por mecanismos diferentes a
la respuesta inmune v a la accién de los farmacos haciéndose resistentes
a ellos, de tal forma que hay muchas cepas diferentes que pueden causar
la enfermedad y cada una puede ser resistente a un formaco distinto. Por
esto, es importante determinar cudl es la que hay que atacar en un en-
fermo a fin de establecer el antibacteriano o mezcla de antibacterianos
mds idénea. Para detectar las mutaciones en locus asociados a resisten-
cias a antibidticos se han desarrollado ensayos de PCR («Polymerase
Chain Reaction») y «biochips» capaces de efectuar miles de reacciones
biolégicas en muy poco tiempo.

La resistencia a isoniazida estd asociada a varias mutaciones. Una
de ellas se produce en el gen KatG que codifica la enzima KatG por eli-
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minacién de un aminodcido, lo que conduce a una menor actividad de
esta enzima. Las cepas resistentes también presentan una mutacién T-G
que se traduce en-la sustitucién en la estructura de la enzima de un resi-
duo de Ser-94 por otro de alanina, presentando esta isoforma de la re-
ductasa una menor afinidad por el cofactor NADH.

Estas resistencias estdn propiciadas por los propios pacientes por
incumplimiento del tratamiento, ya que éste requiere la administracién
diaria de isoniazida durante 12 meses vy, si no se hace asi, los microorga-
nismos que sobreviven suelen ser resistentes a este fArmaco.

También se conocen mutaciones en determinados genes que estdn
asociadas con resistencias a rifampicina, estreptomicina, etambutol, pi-
razinamida y kanamicina.

En cuanto al estado actual de las investigaciones dirigidas a resolver
el problema de esta enfermedad, podemos decir que estamos ante un caso
en que los estudios dirigidos a determinar la composicién quimica de la
fascinante diversidad de estructuras de los glicolipidos micobacterianos
han concluido despues de mds de 70 afios, sin embargo, el conocimien-
to de las enzimas implicadas en su biosintesis es todavia muy poco cono-
cido, existiendo diversas propuestas sin confirmacién.

Anderson aislé por primera vez un acido micélico en 1939 y deter-
miné la férmula CgH,;,O,. Entre 1949 y 1960 se pudo definir, gracias a
las técnicas cromatograficas, que los dcidos micélicos eran 4cidos grasos
de gran peso molecular que tenfan un grupo hidroxilo en la posicién 3 y
una cadena larga en la posicién 2. Finalmente, la resonancia magnética
nuclear permiti6 dar en 1964 la primera estructura de un 4cido micélico.

cis trans

Y
CHa- (CH2)17--CH!CH~(CH2)15-CH=CH-(CH2)17-CHOH-(|3H-COOH
CooHas

En otros 4cidos los dobles enlaces se han transformado en subestruc-
turas de ciclopropano. Se han identificado también practicamente todos
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tos glicolipidos como el «factor cuerda», que es una 6,6-dimicoil-¢t-D-tre-
alosa, pero falta por determinar su organizacién fisica en la envuelta bac-
teriana y, lo que es més imporrante para el disefio de vacunas o de fér-
macos eficaces, su importancia biolégica.

En este aspecto, los avances deben provenir de la genética. [nacti-
vando los genes que codifican los componentes de esta cubierta, o expre-
sindolos en otros organismos, se podrd conocer su papel y su patogenei-

dad {22].
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Algunos modos de superar las resistencias
a los antibiéticos

I. MODOS DE SUPERAR LAS RESISTENCIAS A LOS
ANTIBIOTICOS

De lo anteriormente expuesto puede deducirse que bésicamente exis-
ten dos modos de superar las resistencias que generan las bacterias a los
antibiéticos: desarrollando estructuras semejantes pero modificadas es-
tructuralmente o desarrollando farmacos completamente nuevos por sin-
tesis o cribado de microorganismos.

En este dltimo supuesto es importante sefialar que aunque se cono-
cen mas de 8.000 sustancias antibidticas, en su mayorfa proceden de unos
pocos géneros {Streptomyces, Penicillium y Bacillus), por lo que casi con
certeza se encontrardn otros antibiéticos examinando otros microorganis-
mos. Por otra parte, parece probable que puedan modificarse estos tlti-
mos por técnicas de ingenierfa genética.

En relacién al primer supuesto, las modificaciones deben estar basa-
das en el conocimiento de los mecanismos de accién y de resistencia a
nivel molecular. A continuacién veremos algunos ejemplos.
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2. EL PROBLEMA DE LAS B-LACTAMASAS

Ya hemos comentado que estas enzimas catalizan la hidrélisis de los
antibiéticos B-lactdmicos. En las siguiente figura se representa un mo-
delo de la B-lactamasa de TEM-1, en el que las hélices se han colorea-
do de verde y las ldminas B de rojo, indicdndose en color azul los lazos
de conexién. La penicilina sustrato se sitda en el centro activo de la en-
zima, y estd representada con el esqueleto de carbono en amarillo, el ni-
trégeno en azul, el oxigeno en rojo, el hidrégeno en blanco, y el azufre

en naranja.

En la otra figura encontramos un modelo CPK del sitio activo de la
B-lactamasa en el que el residuo catalitico de serina (OH) se sitda para
transferir un protén a la molécula de agua (en color azul claro). Esta
transferencia vuelve mds nucledfila a la serina para que su d4tomo de oxi-
geno (O) ataque al d4tomo de carbono (C, en amarillo) de la penicilina
sustrato.
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water -

Para superar las resistencias producidas por estas enzimas metabdli-
cas bacterianas se ha actuado de dos modos: desarrollando B-lactamas con
caracteristicas estructurales diferentes que hacen menos eficiente la ac-
cién enzimdtica y desarrollando inhibidores especificos de estas enzimas
para asociarlos a los antibidticos B-lactdmicos que son sensibles. Entre las
primeras se encuentran algunas cefalosporinas (como cefotaxima) y car-
bapenemos (como tienamicina), que difieren bastante de la estructura de
los primitivos antibidticos B-lactdmicos.

CO.H

Tienamicina

Los inhibidores de B-lactamasas, entre los que se encuentran el dci-
do clavulanico, la sulbactama y la tazobactama, son compuestos sin ac-
tividad antibacteriana pero que pueden asociarse a los antibiéticos B-lac-
tdmicos para protegerlos de su hidrélisis. Un ejemplo muy conocido de
dicha asociacién es la combinacién de amoxicilina con 4cido clavuldni-
co, que se ha comercializado como Augmentine®.
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El mecanismo por el que el dcido clavuldnico y las sulfonas de pe-
namo inhiben a las B-lactamasas se debe a que, tras interaccionar con
estas enzimas en lugar de los antibi6ticos con los que se combinan, un
resto de serina de éstas rompe la funcién lactama, formando una acilen-
zima que experimenta una serie de reacomodos por los que se transforma
en un éster acrilico intrinsecamente mds estable a 1a hidrélisis que el de-
rivado primitivo al que se une la enzima. A continuacién, a través de
una adicién conjugada de un resto nucledfilo de la enzima se forma un
enlace covalente y aquélla queda inactivada. Este mecanismo se refleja
en el siguiente esquema relativo al 4cido clavulénico.

H H

Er . o

o N / + HO-Ser-p-lactamasa  —» o HI@U )
CI) :

._COEH

COQH
Acido clavulanico Ser-f-lactamasa
C-acilenzima
|
¥
H NHz
B [actamasa-Se? Hi~~ ( fj
" H lactamasa-Ser :
EO.H B- EoH

Ester acrilico (mds estable a la hidrélisis)

¥
H NH
}—3 : e
HeN-~ ?
COzH

B-lactamasa-Ser

Enzima inactivada



Algunos modos de superar las vesistencias a los antibidticos 131

Desgraciadamente, las bacterias son capaces de desarrollar nuevas
B-lactamasas a través de mutaciones, escapando de esta forma a la accién
de los inhibidores mencionados. Por ello se requiere la bisqueda de nue-
vos inhibidores.

3. DISENOQ DE INHIBIDORES DE B-LACTAMASAS C.

Algunas B-lactamasas de la clase A mutadas (como IRT-1, IRT-2 y
IRT-3) y las B-lactamasas de la clase C (como AmpC) [1,2], ya no se in-
hiben por el 4cido clavuldnico o los restantes inhibidores comercializa-
dos. Por tanto, la combinacion de estos inhibidores con los antibiéticos
susceptibles no es efectiva frente a estos microorganismos emergentes que
han mutado. La informacién acerca de la estructura de estas isoenzimas
y de su cinética ha permitido el disefio de nuevos inhibidores que son
eficaces porque bloquean especificamente la desacilacién de los deriva-
dos acilenzima.

Esta informacién procede de estudios por rayos X de las estruc-
turas cristalinas de las enzimas y de los complejos acilenzima. Asi
se han estudiado la B-lactamasa C de Citrobacter freundii 1203 vy el
complejo acilenzima que forma dicha enzima con el antibiético aztre-
onam. Este fdrmaco es una B-lactama totalmente sintética que no se

hidroliza, ya que se transforma en una acilenzima muy resistente a la
hidrélisis.

Comparando las estructuras de la enzima libre y de la acilenzima se
observé que para que se forme este dltimo derivado ha tenido que pro-
ducirse una rotacion alrededor del enlace C{3)-C(4) del antibistico. Esta
rotacién va en contra de las agujas del reloj v es de 70° aproximadamen-
te. Asf se relaja la conformacién eclipsada del aztreonam vy la convierte
en una confomacién «gauche», con menor impedimento estérico. Se ha
comprobado que la rotacién alternariva, en el sentido de las agujas del
reloj, es menos favorable porque dispondria al sustituyente metilo (CH,)
en C-4 demasiado préximo a dos aminodcidos de la enzima: la tirosina
150 vy la leucina 119.
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Tras esta rotacién, el grupo NH-SO,™ def aztreonam bloquea una cara
de la funcion-éster que se ha formado entre su grupo carbonilo 3-lacts-
mico y la serina 64 de la B-lactamasa C. El giro mencionado también
desplaza a una molécula de agua, que se encontraba previamente enlaza-
da por enlaces de hidrégeno con varios residuos de la enzima nativa: li-
sina 67, tirosina 150, asparagina 152 y lisina 315, los cuales contribuyen
a su activacion como nucledfilo para producir la hidrélisis (desacilacién)
del complejo acilenzima.

H
HSC\]fCng‘
EN\(W LH, Enzima
HoN

Aztreonam
Sustitucién C(3)-C(4) trans

Complejo acil-enzima "estable” a la hidrélisis

0, R
@E\ YR Enzima-OH :!ﬁ/
H@F}_‘;‘ Giro alrededgr H s NH
del enlace -
HsC N—S0g
C{3)-C(4 3
N {3)-C{4)] EP oH
058 nzima
Estructura del aztrecham Estructura de la enzima acilada
en una proyeccion de Newman €n una proyeccion de Newman

Diversas técnicas de modelado molecular utilizando estos conoci-
mientos permitieron sugerir que si se utilizaban penicilinas, cefalospori-
nas o monobactamas que poseyeran dos sustituyentes en los carbonos
C(3)-C(4) en disposicién cis, este enlace podria girar en el sentido de las
agujas del reloj sin interaccionar negativamente con los residuos de las
cadenas laterales de la enzima mencionados y, por tanto, al no bloquear-
se una cara del grupo éster por el agrupamiento sulfamoilo y no despla-
zar al agua activada, estos compuestos serfan rapidamente hidrolizados
tras la interaccién con esta B-lactamasa C.
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Asimismo, también se predijo que si en una molécula que tuviera sus-
rituyentes en C-3 y C-4 con configuracién cis se impedia la rotacién a
rravés de este enlace, se podrfa impedir el acceso del agua a la funcién
éster y, de este modo, el complejo acilenzima serfa més estable y se po-
dria disponer de inhibidores eficaces de PB-lactamasa C.

Sobre esta base se diseflaron monobactamas fusionadas en las po-
siciones C-3 y C-4 con un anillo de pirrolidina N-acilado [3]. En esta
estructura la disposicién cis de los sustituyentes, antes metilo y acilami-
no, estd fijada y la rotacion estd impedida como consecuencia de este ci-
clo.

En efecto, se comprobé que la actividad inhibidora in vitro sobre la
enzima aislada de alguno de los compuestos de esta serie (que se obtuvo
por modificacién de la cadena R del grupo acilo del compuesto «cabeza
de serie») llegé a ser muy grande, alcanzdndose valores K, = 120 nM (R
= 4.hidroxifenilamino). En general, las monobactamas biciclicas sinteti-

zadas fueron menos potentes como inhibidores de las B-lactamasas de cla-
se A.
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Los hechos que explican la actividad inhibidora de estos compuestos
se hicieron patentes cuando se estudié por rayos X la estructura del com-
plejo acil-B-lactamasa C de C. freundii con el representante citado (R =
4-hidroxifenilamino). En este complejo no se observaron cambios signi-
ficativos en la estructura de la proteina, excepto que la cadena lateral del
aspartato 123 se desplazaba para acomodar al inhibidor. El anillo de -lac-
tama de éste se habia roto, formando un agrupamiento éster con el resi-
duo catalitico de serina 64, la porcién estructural de N-sulfonato forma-
ba una sal con la lisina 315 y el grupo p-hidroxifenilcarbamoilo bloqueaba
el acceso del agua desde la posicién en que ésta podia activarse. Esta dl-
tima circunstancia explica la importancia de que el sustituyente en o sea
flexible y no sea voluminoso. De hecho, se comprobé que otros anilo-
gos, en los que esta cadena lateral era rigida, tenfan muy poca afinidad
por la enzima.

En el complejo citado, la cadena lateral del inhibidor se sitia en pa-
ralelo con una de las cadenas de la ldmina B que constituye uno de los
extremos del centro catalitico de la enzima, formando un enlace de hi-
drégeno entre el oxigeno carbonilico y el nitrégeno amidico de la aspa-
ragina 152. Ademass, el oxigeno carbonilico del éster forma enlaces de
hidrégeno con los grupos NH y OH de la cadena, en donde se encuen-
tran la serina 64 v la serina 318. Dado que en estos enlaces el oxigeno
carbonilico es aceptor, la reactividad del éster para el ataque por agua se-
rfa comparable a la de un sustrato facilmente hidrolizable. Por ello, la es-
tabilidad del complejo acilenzima sélo puede explicarse en este caso por-
que el acceso de la molécula de agua activada a dicho agrupamiento est4
impedido.
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Cuando se estudié la estructura cristalina de una B-lactamasa de cla-
se A, se observé la presencia de un residuo de serina en el lugar del de
tirosina presente en la clase C, y se dedujo que la molécula de agua es-
tarfa aqui menos activada. Con estas enzimas, el ataque del agua al gru-
po éster ocurre por el lado opuesto al de las B-lactamasas de la clase C.
El agua se activa aqui por enlaces de hidrégeno diferentes, y la restric-
cién de la rotacién tiene menos impacto sobre la estabilidad del comple-
jo acilenzima.

4. INHIBIDORES DE B-LACTAMASAS CON ESTRUCTURA
DE ACIDO BORONICO

Dado que tanto aztreonam como los inhibidores de -lactamasas més
conocidos: dcido clavuldnico, sulbactama y tazobactama, tienen en co-
miin una estructura B-lactdmica [4], se supuso que la produccién de B-lac-
tamasas podria activarse por estos inhibidores y las bacterias podrian ha-
cerse resistentes a estos compuestos con mayor facilidad que si los
inhibidores tuvieran unas estructuras muy diferentes. En consecuencia,
se pensd que podria ser mds adecuado disefiar inhibidores que carecie-
ran de la estructura de B-lactama, para que no generasen mecanismos
de resistencia desarrollados contra aquel tipo de estructuras.

Ya hemos comentado que la mayor parte de las B-lactamasas son pro-
teasas de serina, al igual que quimotripsina o elastasa. En el tema 3 he-
mos visto que el estado de transicién de la reaccién que catalizan estas
enzimas, la hidrélisis de un enlace peptidico, es tetraédrico. Por eso, mu-
chos inhibidores de proteasas se han disefiado, no por analogfa con los
péptidos sustrato, sino por analogia con el estado de transicién tetraédri-
co.

Dado que el 4tomo de boro presente en los dcidos borénicos puede
aceptar electrones de un nucledfilo, estos compuestos podrian ser inhibi-
dores, y funcionar como andlogos del estado de transicion [5]. Al demos-
trarse esta posibilidad con la enzima elastasa, es légico que los boronatos
también se estudiaran como posibles inhibidores de B-lactamasas. Asi se
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encontrd que los dcidos fenilborénico y m-aminofenilborénico inhibfan
débilmente la B-lactamasa de clase A procedente de Bacillus cereus (K, =
1,2-4,0 mM) [6], al igual que otros 4cidos fenilborénicos diferentemente
sustituidos que actuaban como inhibidores reversibles de B-lactamasas C

procedentes de Pseudomonas aeruginosa y Escherichia coli (K, = 2,4-920,0
mM).

HQ _
Enz-O--;B
HO
NH,
Hidrélisis enzimética de una p-lactama. Complejo enzima-boronato
Estado de transicion Anélogo del estado de transicién

Basdndose en la estructura cristalina determinada por difraccién de
rayos X del complejo formado por esta enzima y el dcido m-aminofe-
nilborénico, se modelizaron las interacciones de distintos conférmeros de
dcidos aril(heteroaril}borénicos con el sitio activo de la B-lactamasa
AmpC. Por ejemplo, en el dcido 4,4 -bifenilbiborénico pueden variarse
los dngulos de torsién representados en la figura y determinar, con los
programas adecuados, aquéllos que presentan menores conflictos estéri-
cos en el sitio activo de la enzima, es decir, cudl es la geometria que mi-
nimiza la energfa del complejo.

H - OH
B-iactamasaiM},B\OH

Ser 64

Este estudio permitié sugerir varios sitios de interaccién de estos li-
gandos, explorar la importancia de los factores estéricos y electrénicos de
los sustituyentes sobre el anillo de arilo o heteroarilo, y encontrar algu-
nos compuestos, como el dcido benzofb]tiofeno-2-borénico, con una ac-
tividad 100 veces mayor que la del 4cido m-aminofenilborénico prototi-
po. Estos fueron capaces de proteger a antibiéticos B-lactdmicos de su
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bioinactivacién. En este caso, es importante que no tengan actividad sig-
nificativa frente a otras proteasas de serina, como la quimotripsina o la
elastasa [7,8], va que los farmacos, ademds de ser muy activos, deben ser

muy selectivos.

Acido benzo[Hltiofeno-2-bordnico

5. DISENO DE UN ANTIBIOTICO QUE SE INACTIVA
POR LA LUZ

Ya hemos dicho, que el uso de antibiéticos estd muy extendido en el
mundo, tanto para uso humano como para uso veterinario. Como en ge-
neral estos compuestos se eliminan antes de que se metabolicen, se ex-
cretan al medio ambiente en cantidades masivas y contintian actuando
sobre las bacterias presentes en las aguas fecales, favoreciendo la apari-
cién de cepas resistentes que se distribuyen a las tierras de labor cuan-
do se abonan con estos residuos. Las bacterias resistentes, resultado de
esta seleccién natural, pueden pasar a las frutas, vegetales, e incluso a las
moscas, v vuelven a infectar al hombre como microorganismos patége-
nos que entonces son dificiles de tratar.

Sobre esta idea se ha trabajado, y se han disefiado antibiéticos B-lac-
tdmicos que poseen en su estructura una funcién enmascarada que se re-
activa tras varias horas de exposicién a la luz. Esta reactivacién condu-
ce a la destruccién del anillo de B-lactama vy a la pérdida de su actividad
antibiética. De esta forma, podria acortarse la vida media de estos anti-
bidticos en el medio ambiente disminuyendo asi el problema de la apa-
ricién de cepas resistentes [9].

Entre estos compuestos se ha descrito un derivado fotolabil del dci-
do 7-aminocefalospordnico que contiene un resto acilo con una fun-
cién hidrazina que, a su vez, estd protegida por el grupo o-nitrobenci-
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loxicarbonilo (0-NBC), que es cromdforo. Este grupo es relativamente
estable a la mayoria de los reactivos quimicos, pero es fotoldbil (sensible
a la tuz). )

Los carbamaros de o-nitrobencilo se transforman por irradiacién de
la siguiente forma: un protén y un electrén de la posicién bencilica se
eliminan para adicionarse al grupo nitro. La reorganizacién posterior de
los distintos intermedios da lugar finalmente a o-nitrosobenzaldehido y a
una amina, que en nuestro ejemplo es la hidrazina [10].
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o-Nitrosobenzaldehido

El derivado fotoldbil del dcido 7-aminocefalospordnico asi disefia-
do se comporté como una cefalosporina, ya que mostré actividad anti-
bacteriana. Presenta la ventaja de que el grupo o-NBC puede eliminar-
se después de varias horas a la luz solar o artificial {10-16 horas) dando
la hidrazina desprotegida, que al ser un nucleéfilo muy eficaz, reacciona
intramolecularmente con el grupo carbonilo del anillo lactdmico pro-
duciendo un reacomodo que origina un nuevo heterociclo, el cual sufre
posteriormente la descomposicién a varios compuestos inactivos. Des-
graciadamente, esta cefalosporina semisintética se inactiva por B-lacta-
masas de las clases A y C.
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Para limitar la vida media de los antibiéticos en el medio ambiente
también podrian disefiarse andlogos sensibles a la humedad o a determi-
nados valores de pH, que se vuelvan inactivos e incapaces de contribuir
a la seleccidon de organismos resistentes.

6. DISENO DE ANTIBIOTICOS CONJUGADOS
CON SIDEROFOROS

El microorganismo patégeno mds importante entre las pseudomonas
fluorescentes es Pseudomonas aeruginosa. Esta es una bacteria oportu-
nista peligrosa que se encuentra presente en todas partes y se distribuye
facilmente a través de los sistemas de aire acondicionado siendo respon-
sable de infecciones hospitalarias frecuentemente letales, especialmente
en pacientes quemados, con grandes heridas, inmunodeficientes, o con
fibrosis quistica.

Es insensible a muchos agentes desinfectantes vy, lo que es peor, hay
cada vez mds cepas resistentes a la mayoria de los antibiéticos y anti-
bacterianos [11]. Estas resistencias se deben a que las bacterias se rodean
frecuentemente de una pelicula de un polimero denominado alginato, a
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que su membrana externa es poco permeable, a que posee un mecanismo
que expulsa al exterior las sustancias de bajo peso molecular, vy a que ex-
presa B-lactamasas. que desactivan los antibiéticos B-lactdmicos [12].

En 1887, Pasteur observé que si inoculaba Bacillus anthracis junto con
otros organismos patdgenos en animales, éstos no desarrollaban dntrax {car-
bunco). En 1889 se supo que uno de estos organismos era el Bacillus pyoc-
yaneus, que es el nombre que se utilizaba en un principio para Pseudomeo-
nas aeruginosa. Esta observacion podria haber conducido al aislamiento de
los que hubieran sido los primeros antibidticos, anteriores a la penicilina,
pero como era dificil preparar bacterias estdndar, estos trabajos no se desa-
rrollaron después del descubrimiento de la actividad antibacteriana de las
sulfamidas. Después se supo que ciertos metabolitos de este microorganis-
mo eran los compuestos activos [13] v, finalmente, en 1981 se determind
su estructura. Estos compuestos son las pioverdinas o pseudobactinas que
originan una fluorescencia amarillo-verdosa observable cuando las bacte-
rias se cultivan en medios pobres en hierro debido a que este metal es ne-
cesario para muchos procesos bioldgicos de tipo oxidativo [14]. Pseudomo-
nas aeruginosa se ha adaptado para sobrevivir en estos medios produciendo
estos compuestos con actividad sideréfora, capaces de formar complejos
con Fe'*. Esta capacidad de adaptacién a bajas concentraciones de Fe ex-
plica por qué tiene mds posibilidades de supervivencia que otras bacterias.

La estructura de las pioverdinas es muy variada y engloba una serie
de compuestos que tienen como croméforo al dcido (18)-5-amino-2,3-di-
hidro-8,6-dihidroxi- 1 H-pirimido[1,2-aJquinolina-1-carboxilico. En algu-
nos casos el grupo carboxilo estd en la posicién 3 y el sustituyente R so-
bre el grupo amino en 5 suele ser un 4cido dicarboxilico [15].
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HO 8%, BNHR

Pioverdinas
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Segin su estructura, se clasifican dentro de los grupos I-III. Como
ejemplo se representa la pioverdina del grupo I PAOIL.
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Pioverdina del Grupo |
(se han recuadrado los grupos quelantes)

La cadena peptidica suele tener de 6 a 12 amino4cidos, de los cua-
tes algunos no son proteinogénicos, como los §-N-hidroxi-8-N-formil de-
rivados de la ornitina (Orn), ciertos dcidos B-hidroxilados, o el 4cido
2,3-diaminobutirico {Dab). Este dltimo se encuentra en ocasiones for-
mando un anillo de tetrahidropirimidina por condensacién con el grupo
carbonilo del aminodcido precedente. Su capacidad quelante de Fe’*
debe a los grupos OH catecdlicos y a los grupos hidroxdmicos formados
en la N-hidroxilacién-N-formilacién de la ornitina, recuadrados en la fi-
gura anterior [16]. En la siguiente figura tenemos un modelo de uno de
estos complejos con los dromos de oxigeno que intervienen en el enlace
con el metal (bola azul més grande) en color rojo y la cadena peptidica
representada como un lazo unido al grupo croméforo.
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Pseudomonas aeruginosa biosintetiza otra estructura que es también ca-
paz de formar complejos férricos, la pioquelina, que deriva de 4cido sali-
cilico y de dos restos de cisteina. Los tres centros estereogénicos de este
compuesto (4’, 2" y 4”) han de tener la configuracién R para poder for-
mar el complejo con el catién férrico. Este tiene lugar a través de enla-
ces de los aniones fenéxido y carboxilato y de los pares de electrones no
compartidos de los dos dtomos de nitrégeno.

Pioguelina

El propio 4cido salicilico producido por P. aeruginosa puede actuar
como sideréforo, aunque con menor capacidad quelante que los compues-
tos anteriormente citados.

Este microorganismo también puede utilizar sideréforos externos sin-
tetizados por otros, entre los que se encuentra la enterobactina produci-
da por Escherichia coli.
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El conocimiento de la estructura v funcién de los compuestos side-
réforos en las bacterias ha conducido al desarrollo de conjugados side-
réforo-antibiético que pueden utilizarse como «caballos de Troya» para
atacarlas, introduciendo antibiéticos que de otra forma no tendrian ac-
ceso a su interior [17]. Se trata de aprovechar el sistema de transporte
que utilizan los sideréforos para introducir el hierro. La naturaleza ha
«pensado» antes en esta posibilidad, va que se conocen compuestos de
este tipo de origen natural como son los formados por algunos antibi6ti-
cos aminoglucésidos y un siderdforo con tres agrupamientos de 4cido hi-
droxdamico [18].

Entre los de origen sintético son importantes los disefiados como qui-
mioterdpicos en infecciones producidas por P. Aeruginosa. En ellos se
ha utilizado una pioverdina para enlazarla a un antibidtico B-lactimico
sin perder su actividad quelante [19].

Para la formacién de este enlace pueden utilizarse el grupo amino de
la posicién 5, el grupo amino de ornitina o el grupo guanidino de argi-
nina (este Gltimo en el caso de las de clase ). La sintesis de estas estruc-
turas es problemadtica porque requiere trabajar en medios acuosos por mo-
tivos de solubilidad y esta circunstancia limita el uso de muchos reactivos.
Ademids, puesto que los restantes grupos funcionales de la pioverdina no
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deben reaccionar, es mejor realizar el enlace con el antibiético en el pro-
pio complejo férrico vy, finalmente, el anillo B-lactdmico es bastante 14-

bil. .

En la siguiente figura se ha representado un complejo de este tipo
con ampicilina.
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(se han recuadrado los grupos quelantes)

En esta figura podemos observar que la ampicilina se enlaza a través
de un espaciador que incorpora 8 grupos metilénicos, para evitar que pier-
da actividad debido al impedimento estérico que ejerce el complejo pio-
verdina-Fe’ en la aproximacién de la transpeptidasa de peptidoglicano.

Para su sintesis se puede utilizar como reactivo el diéster del dcido
sebécico que se indica, aprovechando la conocida capacidad de los deri-
vados de o-nitrofenol como buenos salientes en reacciones de sustitucién

nucledfila.
02 00:
»"‘\ el SOzH
HO3S O (CH2)8 (

pioverdina-NH, HoN-ampicilina
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Mientras que P. aeruginosa es insensible a ampicilina, este conjugado

es muy activo siempre que la pioverdina utilizada sea de la clase que bio-
sintetiza la cepa bacteriana en cuestién, ya que es preciso que pueda re-
conocerla y transportar el complejo al interior.

También se han preparado otros complejos con sideréforos sintéticos

més sencillos y con otros antibiéticos, como la vancomicina [20].

7.

wn
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Indice de compuestos cuya estructura
se ha representado en las figuras

Acido clavuldnico, 130

Acidos micélicos, 116, 123

Alizarina, 14
Amoxicilina, 130
Ampicilina, 144
Argatrobdn, 78
Arsfenamina, 16
Artoxilo, 16
Atropina, 38
Arztreonam, 132

Bacitracina A, 103, 106
Benazepril, 70
Bioisdsteros, 40

Capecitabina, 39
Captopril, 63, 66, 68
Cianina, 20
Cicloserina, 120
Cilazapril, 70
Cefalexina, 24
Cefotaxima, 109
Ceftrazidima, 109
Ciprofloxacino, 103
Clonidina, 36

Cloranfenicol, 101
Clorofila, 30
Colchicina, 24
Cortisona, 21
Cromokalim, 37

Delavirdina, 79
Diosgenina, 21

Efagratan, 78
Efavirenz, 80
Enalapril, 68, 70
Enalaprilato, 68
Enterobactina, 143
Eritromicina A, 98
Espirapril, 52
Etambutol, 120
Ftionamida, 120

5-Fluoruracilo, 39
Fosinopril, 71, 72
Fosinoprilate, 71

GABA, 38
Gentamicinas, 100
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Hemoglobina, 30

Imatinib, 52
Imidapril, 70
Imidazol, 27
fndigo, 14
Indinavir, 83, 90
Indolapril, 70
Inogratén, 78
Isoniazida, 120, 122

Kanamicina, 98

Linezolida, 115
Lisinopril, 69

Meticilina, 110

NADH, 29
Napsagratin, 78
Nelfinavir, 83, 91
Nevirapina, 80

Omeprazol, 45, 47, 49
Oxacilina, 110

Paramomicina, 101
Penicilamina, 66
Penicilinas, 22
Perindopril, 52
Picoprazol, 45
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Pioverdinas, 140, 141, 144
Pirazinamida, 120
Piridina, 29

Progesterona, 21

Prontosil rubrum, 17
Propranolol, 37

Quimostatina, 73
Quimupristina, 114
Quinapril, 70

Ramipril, 70
Rifampicina, 104
Ritonavir, 83, 86

Saquinavir, 83, 85, 90, 92
Sulbactama, 130

Tazobactama, 130
Teicoplamina, 113
Teprétido, 63
Tiacetazona, 120
Tienamicina, 129
Timoprazol, 45
Tobramicina, 100
Trandolapril, 52

Vancomicina, [11

Zofenopril, 72
Zofenoprilato, 72
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