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Prélogo

Este libro trata sobre Quimica Farmacéutica desde el punto de vista mas ge-
nuino de la misma, que es aquel relacionado con la blusqueda, desarrollo, in-
vencion, de nuevos farmacos. Los autores, profesores del Departamento de
Quimica Organica y Farmacéutica de la Facultad de Farmacia de la Univer-
sidad de Sevilla, cuentan con amplia experiencia en la ensefianza de esta
materia, propia de los planes de estudio del Grado en Farmacia y también
incluida en diferentes masteres relacionados con la Farmacia, la Quimica, la
Biomedicina y la Biologia, y han dedicado a la misma gran parte de su es-
fuerzo investigador.

Aunque en los ultimos afios se ha desarrollado un gran esfuerzo teé-
rico de conceptualizacion del desarrollo de las estrategias racionales para el
desarrollo de nuevos farmacos, ideas que suelen presentarse en la primera
parte de los temarios dedicados a la Quimica Farmacéutica en los planes de
estudios, la propia idiosincrasia de la materia hace dificil su presentacidn
como un bloque teérico monolitico. Efectivamente, la diferencia que pre-
sentan las dianas, las zonas moleculares con las que interaccionan los far-
macos, en cuanto a su localizacion bioldgica, su accesibilidad, su mayor o
menor ubicuidad, el hecho de que sean de microorganismos o no, su estruc-
tura funcional concreta, su topografia, su facilidad para el desarrollo de test
bioldgicos técnicamente viables, etc., por un lado; y la diferencia estructu-
ral, en cuanto a complejidad molecular, estereoquimica, procedencia y faci-
lidad de disponibilidad de los farmacos hace que, aun aplicando técnicas de
busquedas de nuevos farmacos racionales y generales, la investigacion con-
creta en cada grupo de farmacos presente caracteristicas peculiares que, en
ocasiones, son dificiles de encuadrar en un punto de vista general. Por es-
tas razones, los autores consideramos que tiene un gran valor pedagdgico la
presentacién del desarrollo de nuevas lineas de farmacos, tal como los gru-
pos investigadores lo han pensado y llevado a cabo en la practica, deducido
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a través de las publicaciones de los diferentes grupos de investigacion. Es-
tos grupos son multidisciplinares, pertenecientes a la industria farmacéu-
tica y a organismos publicos de investigacion, fundamentalmente del ambito
universitario, y a menudo interaccionan unos con otros situados en lugares
geograficos diferentes. Esto da personalidad al desarrollo de cada linea con-
creta, ofreciendo gran cantidad de matices y enriqueciendo el valor pedag6-
gico del conjunto.

Se presenta en este libro una seleccion limitada de ejemplos de desarro-
llo de nuevos farmacos. Los temas han sido escogidos intentando cubrir las
diferentes caracteristicas que puedan presentar las dianas farmacoldgicas,
los diferentes retos que cada una supone, los diferentes tipos de estructura
que los farmacos presentan y el interés de las propias lineas de investiga-
cion. Se ha hecho especial hincapié en el desarrollo de antivirales y de las
nuevas estrategias que se utilizan para el desarrollo de agentes anticancero-
s0s mas seguros y selectivos que los quimioterapicos clasicos. Ambas lineas
emergen en investigaciones desarrolladas fundamentalmente en las ultimas
décadas del siglo XX, y estan actualmente en pleno apogeo.

Esta obra esta dirigida a estudiantes del grado y master en Farmacia y,
mas alla de este objetivo primordial, pensamos que es interesante para los
cientificos especialistas en el area y, en general, profesionales interesados
en la ciencia y el arte del descubrimiento y desarrollo de farmacos moder-
nos. Se trata de una apasionante area de la ciencia, de gran interés investi-
gador, sanitario, econdmico... En definitiva, de gran repercusidn social y que
presenta una gran demanda de conocimiento e informacidn incluso a nivel
de divulgacion.

Los autores agradecen al Prof. Dr. D. José Luis Espartero Sanchez, se-
gundo doctorando del coordinador de este libro y compafiero del Depar-
tamento, su exhaustiva labor de correccion del manuscrito, asi como sus
valiosas sugerencias y aportaciones, que lo han enriquecido.

Asimismo, los autores agradecen al Dr. D. Francisco José Ruiz Rodriguez,
primer doctorando del coordinador de este libro, la sugerente y artistica ilus-
tracién que da vida a la portada del mismo. Le ha puesto cara a este trabajo.

Sevilla, 26 de octubre de 2024



El sistema
Renina-Angiotensina-Aldosterona (RAAS)

1. INTRODUCCION

El sistema Renina-Angiotensina-Aldosterona (RAAS) es un importante re-
gulador de la presién sanguinea y de la homeostasis fluido/electrolitos, y la
historia de su descubrimiento y conocimiento de su importancia fisioldgica,
cuyo desajuste se proyecta en la génesis de diferentes estados patoldgicos,
puede rastrearse hasta el siglo XIX. Realmente, el RAAS ha sido implicado en
la patogénesis de la hipertensidn, el fallo congestivo del corazén y la insufi-
ciencia renal crénica’.

De forma mas simple, el RAAS se activa a través de una sucesion cata-
litica en la que los sustratos son siempre péptidos, y que convierte al angio-
tensindgeno (inactivo), con el concurso de la enzima proteolitica renina, en
angiotensina I (inactivo), que finalmente, a través de otra reaccion enzima-
tica, es convertido en el péptido activo, la angiotensina II, la cual desenca-
dena la(s) respuesta(s) fisioldgica(s). El sistema repercute en otros a los que
esta conectado, entre los que destaca la activacion del quininégeno a bra-
diquinina, un potente vasodilatador, y la posterior inactivacién de este Ul-
timo (fig. 1). El llegar a conocer las relaciones precisas entre todos estos
importantes compuestos ha sido una labor de diferentes grupos de investi-
gacion publicos y privados, desarrollada fundamentalmente a lo largo de la
segunda mitad del siglo XX, sobre todo en proyectos relacionados con la en-
zima convertidora de angiotensina I en angiotensina II (ECA, acrénimo in-
glés: ACE), y que ha supuesto la introduccidn en clinica de un importante
arsenal terapéutico para tratar la hipertension.

La representacion esquematica del sistema RAAS se muestra en la
figura 2.

Las dos enzimas claves, la renina y la ECA, pertenecen al importante
grupo de las proteasas. Las proteasas especificamente hidrolizan enlaces
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Figura 1.Esquemadelasrelaciones en el sistemaRenina-Angiotensina-Aldosterona (RAAS)

Figura 2. Esquema del RAAS, adaptado de ref. 1c



EL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA (RAAS)

peptidicos, bien situados en los extremos, exopeptidasas (N o Carboxipep-
tidasas), o bien situados en el centro, las endopeptidasas. Su relevante pa-
pel primario en la degradacién de las proteinas, propio de la digestion de los
alimentos, y en el reciclaje de proteinas intracelular, no dejé apreciar otras
importantes funciones de las proteasas. Actualmente es sabido que la hi-
drélisis precisa de determinados enlaces peptidicos que las proteasas llevan
a cabo, y supone un medio muy sutil de regulaciéon de numerosos procesos
claves de la homeostasis fisioldgica y, por ello, actualmente estan en el cen-
tro de la investigacion como dianas para el desarrollo de nuevos farmacos,
como es el caso que se presenta en este tema. El esquema del modelo de in-
teraccion de una proteasa con su proteina sustrato y la simbologia que se
usa se muestra en la figura 32

Figura 3. Modelo de interaccién de una proteasa con su sustrato, adaptado de ref. 2

Cada residuo de aminoacido que se aloja en el sitio activo de la enzima
se acomoda en un hueco de la superficie de la proteasa que se denomina
subsitio. A partir de donde se alojan los residuos correspondientes al enlace
gue se rompe, los subsitios se denominan S1 a Sn hacia el extremo N-ter-
minal y S1’ a Sn’ hacia el extremo carboxilico terminal. Igual criterio se si-
gue para los residuos, a los que se denominan P. La estructura del sitio activo
de la proteasa selecciona a los residuos que pueden alojarse en él, determi-
nando la especificidad del mismo.

Actualmente, existen numerosos farmacos que acttlan a través de la
inhibicion de proteasas. Su espectro terapéutico incluye antihipertensi-
vos, antivirales, anticoagulantes, enfermedades respiratorias, pancreatitis,
cancer, etc.

Asumiendo el papel clave que la renina y la ECA tienen como proteasas, y
examinando el esquema del eje del RAAS desde nuestro conocimiento actual,
es facil comprender que existen tres pasos candidatos claros a ser conside-
rados dianas para controlar la hipertension, tal como se recoge en la figura 4.

1. En primer lugar, la conversion del angiotensindgeno, una glicopro-

teina de 452 aminoacidos, a angiotensina I, un decapéptido in-
activo. Catalizada por la renina, se trata de buscar inhibidores de
esta enzima.
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2. La conversion de la angiotensina I (Ang I) en angiotensina II
(Ang II), octapéptido activo, catalizada por la enzima convertidora
de angiotensina, ECA; el objetivo es la busqueda de inhibidores de
la misma.

3. La propia actividad de la Ang II mediante la busqueda de antago-
nistas de la misma, que ocupen el sitio activo de su receptor y lo
bloqueen.

Figura 4. Dianas en el eje RAAS para la blsqueda de antihipertensivos

Este es el esquema que vamos a seguir, aunque no ha sido el orden his-
torico temporal principal que ha seguido la investigacién. Las estructuras de
las angiotensinas, que van a jugar un papel importante en esta historia, apa-
recen en la figura 5.

2. INHIBIDORES DE LA RENINA

Es un campo muy actual que solo ha introducido en clinica, hasta ahora, una
sustancia, aunque hay varias que estan sometidas a ensayos clinicos. Es de
destacar que las estructuras basadas en péptidos no han dado buenos re-
sultados, principalmente por la poca biodisponibilidad que este tipo de es-
tructuras impone.

En su estado de reposo, la enzima se une fuertemente a un fragmento
peptidico, llamado prosegmento; el conjunto forma un complejo llamado
pro-renina. El prosegmento estabiliza a la renina en una conformacion inac-
tiva porque interacciona fuertemente con el resto de la cadena de la misma,
impidiendo su despliegue y liberalizacién?. El paso inicial fue identificar el
prosegmento de la pro-renina. Para que la renina alcance su capacidad cata-
litica la pro-renina debe unirse al denominado receptor dimérico de la misma
(RPR). Este enlace comienza a través de fuertes interacciones con el proseg-
mento de la pro-renina, que hace que se despliegue y se convierta en funcio-
nalmente activa (renina funcional) para la actividad catalitica, que consiste
en convertir el angiotensindgeno (AGT) en Ang I. La Ang I es convertida en
Ang II por el ECA vy, finalmente, la Ang II interacciona con sus receptores
(AT1R) tal como se indica en la figura 6%.

Esta interaccién tan fuerte, que mantiene a la prorenina en su forma in-
activa, dio la idea para el disefio de los primeros inhibidores peptidicos de la
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Figura 5. Estructuras de angiotensina Iy angiotensina II

renina: moléculas que se unieran a la regién a la que se une el prosegmento
manteniendo la conformacidn inactiva no reconocible por RPR e impidiendo
la unidon de la propia prorrenina al angiotensindgeno; esto fue verificado al
sintetizar péptidos derivados del propio prosegmento y probar su capacidad
inhibitoria“s. Sin embargo, el efecto inhibitorio de estos péptidos es dema-
siado pequefio para siquiera considerarlos compuestos lideres3e.

Es sabido que la parte del angiotensindgeno que va a dar la angioten-
sina Iy que, por tanto, es reconocida por la renina es su extremo N-terminal;
el enlace que se hidroliza es Leu10-Val11 (fig. 7), ambos residuos hidrofo-
bos; por eso, el segundo grupo importante de inhibidores de la renina de
naturaleza peptidica son analogos de la secuencia amino terminal del an-
giotensindgeno que contienen el sitio de ruptura catalizado por la renina34.
Se consiguieron compuestos activos, pero no alcanzaron el uso clinico por
problemas de escasa biodisponibilidad cuando se administraron oralmente.
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Figura 6. Activacion de la renina, adaptado de ref. 3b

Figura 7. Residuo del angiotensindgeno sustrato de la renina

La busqueda de inhibidores ha seguido centrandose, en tercer lugar,
en el disefio de analogos del estado de transicion. Esto se debid, princi-
palmente, al conocimiento temprano del caracter inhibitorio que la pepsta-
tina ejerce sobre la capacidad catalitica de las aspartil proteasas, proteasas
que usan un residuo de acido aspartico en su mecanismo de catalisis, y te-
niendo en cuenta que la renina es una aspartilproteasa. Dicho péptido (la
pepstatina, fig. 8) incluye en su parte central un residuo de estatina, un
y-aminodcido cuya estructura se asemeja precisamente al estado de tran-
sicidn de una reaccidn de hidrdlisis peptidica lo que justifica su caracter de
potente inhibidor de las aspartilproteasas.
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La pepstatina contiene dos residuos de estatina insertos en un esque-
leto peptidico que se caracteriza por su caracter hidréfobo y por su capa-
cidad de enlace e inhibicién de la renina hechos que se tuvieron en cuenta
para disefar inhibidores no peptidicos.

Figura 8. Estructuras de la pepstatina y estatina

La estatina central mimetiza el estado de transicidn y los residuos hidré-
fobos refuerzan la interaccion, tal como se aprecia en la figura 9.

Figura 9. Esquema del mecanismo catalitico y del papel inhibitorio en la renina

Aun siendo la pepstatina un potente inhibidor de las aspartilproteasas,
la inhibicion sobre la renina es débil. Los primeros derivados sintéticos in-
tentaron potenciar esta capacidad inhibitoria, aumentando la cadena pepti-
dica de la pepstatina y asemejandola a la fraccién que se une al sitio activo
del angiotensindgeno; por ejemplo, el compuesto CGP29287, cuya secuen-
cia se presenta en la figura 10.

Figura 10. Secuencia de CGP29287
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El compuesto CGP29287, desarrollado por Ciba-Geigy, es 2000 veces
mas potente (ICs, 20 nM) que la propia pepstatina33d. Sin embargo, la na-
turaleza peptidica de estos compuestos fue un obstaculo insalvable para su
uso clinico.

La solucidn se puede alcanzar a través de la busqueda de peptidomimé-
ticos que mantengan ese motivo central de analogia con la estatina, mante-
niendo la similitud con el intermedio tetraédrico, pero con mejor capacidad
de enlace y biodisponibilidad cuando se administra por via oral. El camino
ha sido largo y con escaso éxito final. Hay varias moléculas en ensayos clini-
cos, pero en la actualidad solo hay una molécula inhibidora de la renina, de
naturaleza no peptidica y de uso oral, aprobada por la FDA (2007) para su
uso como antihipertensivo®. Se trata del aliskiren (Rasilez®), desarrollado
por Novartis y Speedel (fig. 11).

Figura 11. Estructura del aliskiren

3. INHIBIDORES DE LA ENZIMA CONVERTIDORA DE ANGIOTENSINA
3.1. Introduccion

La historia del descubrimiento del captopril, el primer inhibidor de la enzima
convertidora de angiotensina (IECA) introducido en clinica, estd bien docu-
mentada, aunque hay discrepancias menores en cuanto al papel preciso ju-
gado por los diferentes protagonistas®. Un buen punto de arranque puede
ser los descubrimientos de Sergio Ferreira (Departamento de Farmacologia,
Facultad de Medicina, U.S.P. Ribeirao Prito, E.S. Paulo, Brasil) sobre el efecto
potenciador de la bradiquinina (BPF), de extractos procedentes del veneno
de la vibora de origen brasilefio Bothrops jararacd’. Ferreira aisld nueve pép-
tidos del veneno de la serpiente, determiné sus estructuras y sintetizé uno
de ellos?, conocido como BPPs, (fig. 12).

Posteriormente, este extracto, BPF, a instancias de J.R. Vane del Royal
College of Surgeons (Londres) con el que Ferreira realizé un postdoctorado,
se probé frente a la enzima convertidora de angiotensina (ECA), exhibiendo
un potente caracter inhibidor de la mismas2°. Desde ese momento, J.R. Vane,
que fue galardonado con el Premio Nobel de Medicina en 1982 “por sus
descubrimientos relacionados con las prostaglandinas y sustancias biold-
gicamente activas relacionadas”, se convirtié en un decidido impulsor, en el
seno de la empresa E. R. Squibb and Sons (desde 1989 integrada en Bris-
tol Myers Squibb, BMS), de la que era consultor, de la investigacion sobre la
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bldsqueda de inhibidores de la ECA para el tratamiento en clinica de la hiper-
tensién esencial®.

Figura 12. Estructura del pentapéptido BPPs,

En Squibb, la investigacidn se nucled, inicialmente en torno al quimico
organico de origen argentino Miguel Ondetti y al farmacdlogo norteameri-
cano David Cushman, en colaboracién con Bernard Rubin, clave en el disefio
de tests bioldgicos para medir la capacidad inhibitoria sobre la ECA de las
sustancias sintetizadas. Ondetti y Cushman fueron distinguidos por la ACS
con el premio Heroes of Chemistry en el afio 2000, por “su descubrimiento
del Capoten®”. Sus primeras contribuciones relevantes fueron el fracciona-
miento del veneno de la serpiente del que aislaron seis péptidos mas largos
de los aislados previamente por Ferreira, determinaron sus estructuras, los
sintetizaron y midieron su capacidad inhibitoria sobre la ECA. El mas potente
de todos estos péptidos es un nonapéptido muy estable, SQ 20881, idéntico
a uno de los péptidos de Ferreira'®''; posteriormente se le dio el nombre de
teprotide, que refleja la existencia de cuatro residuos de prolina en su es-
tructura lo que contribuye a su estabilidad.

Toda esta investigacién condujo al conocimiento, entre otras cosas, de
que tanto la angiotensina I como la bradiquinina son sustratos de lo que
desde el principio se habia denominado ECA. Por otra parte, de esta misma
investigacidn surge el citado teprotide, SQ 20881 (fig. 13), que muestra una
efectiva capacidad inhibitoria de la ECA que conduce a la bajada de la pre-
sién arterial, como el primer antihipertensivo que funciona a través de la
inhibicidn de la ECA; pronto se demostré a través de ensayos clinicos su efi-
cacia al bajar la tensidn arterial en pacientes que exhibian hipertensién ma-
ligna, o la mas comun, hipertensién esencial.

Sin embargo el teprotide presenta importantes limitaciones, no por sa-
bidas y esperadas, menos importantes, entre las que destaca su escasez,
carestia de su sintesis y, destacadamente, su falta de actividad al adminis-
trarlo oralmente, graficamente expresado en estos términos: “aunque la
ruta de administracidn parenteral es satisfactoria para los fines de la vibora,
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Figura 13. Estructura del teprotide, SQ 20881

representa una limitacion severa para el uso de los péptidos de la serpiente,
como el teprotide, como farmacos antihipertensivos”2.

Se inicia asi el largo camino, en el seno de Squibb, para mejorar la po-
tencia, pero sobre todo la asequibilidad y propiedades farmacocinéticas del
teprotide. El primer paso lo constituyd el estudio de SAR de estos péptidos
con el fin de encontrar moléculas mas simples, mas estables y con buena po-
tencia; para ello se sintetizaron numerosos péptidos tomando como modelo
el pentapéptido BPPs, y el propio teprotide?s.

Los principales datos y conclusiones que se extrajeron de este estudio y
cuya existencia planed a lo largo de toda la investigacion fueron:

1.

2.

La unidn de los péptidos del veneno a la ECA es del orden de 102 a
102 mas fuerte que la mayoria de los sustratos de la enzima.

El acido carboxilico terminal es imprescindible. No se puede elimi-
nar, ni convertir en éster o amida.

La capacidad de estos péptidos para convertirse en sustratos de la
ECA reside en el residuo tripeptidico C-terminal, al que denominan
“porcidon competitiva”, si bien los residuos del extremo N-terminal
pueden fortalecer las interacciones.

El cambio en el pentapéptido del residuo de triptdfano por fenila-
lanina, mantiene la capacidad inhibitoria, pero aumenta su estabi-
lidad (fig. 14).

En los analogos sintéticos del teprotide, la pendltima prolina no es
el residuo 6ptimo para la potencia inhibitoria. Su sustitucion me-
jora la capacidad de inhibicidn, sobre todo si se cambia por alanina,
aminoacido que ocupa esa posicion en el pentapéptido aislado y
sintetizado por Ferrera, BPPs,.

Combinando simplicidad estructural, potencia y estabilidad se puede, en
esta primera etapa de blusqueda de inhibidores peptidicos de la ECA, sefialar
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Figura 14. Relaciones estructura /actividad en los péptidos

como esqueleto seleccionable el tripéptido derivado de la estructura general
antes comentada, Phe-Ala-Pro, cuyo conjunto de rasgos estructurales estan
destinados a jugar un papel importante en nuestra historia (fig. 14).

Antes de seguir, es interesante comentar brevemente sobre el posible
origen de la inhibicidon que estos péptidos ejercen sobre la capacidad enzi-
matica de la ECA. Es decir, interrogarnos sobre el hecho de que son pépti-
dos, encajan en el sitio activo, pero no sufren el proceso hidrolitico. Para eso
debemos analizar sus semejanzas y diferencias estructurales, considerando
Unicamente los residuos tripeptidicos terminales y el tripéptido de referen-
cia (fig. 15).

Figura 15. Estructuras de los residuos tripeptidicos terminales
con capacidad-inhibitoria

Los péptidos inhibidores portan un residuo de prolina en su extremo ter-
minal. La importancia de este hecho se ha corroborado también en el campo
de los analogos sintéticos. Es decir, la Gltima prolina refuerza la interaccién.
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Es plausible pensar que su sistema rigido favorezca la interaccién hidréfoba
que ya presenta el sustrato natural, angiotensina I, con su ultimo residuo de
leucina. Ya hemos comentado que la fenilalanina antependltima favorece la
interaccion (la tiene el propio sustrato natural) y la estabilidad, lo que hace
que la fortaleza de la interaccidén sea facil de entender. Por otra parte, la
cuestion de que estos péptidos que se unen bien no sean sustratos, esto es,
que no se hidrolicen por la enzima, tiene que ver con el importante cambio
del penultimo residuo, cuyo enlace con el antepenultimo es el que sufre Ia
hidrolisis. Efectivamente, la ECA es una enzima muy especifica y el cambio
de una histidina (residuo aromatico funcionalizado) por prolina (teprotide)
o por alanina (ambos residuos alifaticos, que confiere al tripéptido una ma-
yor estabilidad aun), dificulta, hasta hacer inviable en el tiempo catalitico, el
proceso hidrolitico.

3.2. Captopril

La estabilidad de la que se habla hace referencia a su comportamiento en el
sitio activo de la enzima, no frente a la sucesién de condiciones a las que se
enfrenta la molécula cuando se administra por via oral, lo que explica la po-
bre farmacocinética que estos péptidos, en general, presentan. Pero la se-
gunda etapa, esto es la subsiguiente modificacion para obtener analogos no
peptidicos de este tripéptido mas estables oralmente, no llevd a ningln re-
sultado realmente practico, a pesar de que en Squibb se sintetizaron mas de
2000 compuestos. Este resultado es algo sorprendente considerandolo a
posteriori, teniendo en cuenta el resultado final de esta investigacién y la si-
militud tan estrecha que tienen, en general, los compuestos que finalmente
resultaron exitosos con el tripéptido citado. Esto pone de relieve que el ca-
mino hacia un farmaco completamente nuevo es dificil y que, aunque a veces
parezca que se va hacia atras, no es evidente que se puedan saltar etapas
que, al final, suponen una comprensién mas profunda del problema. Ade-
mas, el esfuerzo sintético, y su necesidad de verificar las actividades con-
dujo a la optimizacién de los tests bioldgicos de inhibicién desarrollados por
B. Rubin en Squibb', que facilitaron la investigacién posterior.

En el desarrollo de esta historia es importante el establecimiento tem-
prano de la relacion de la ECA con las carboxipeptidasas, concretamente con
la carboxipeptidasa A. Las carboxipeptidasas, como ya se ha comentado,
son enzimas del grupo de las peptidasas o proteasas (proteoliticos) capaces
de hidrolizar un enlace peptidico situado en el extremo carboxi-terminal de
una proteina o polipéptido, liberando de esta forma el tltimo aminoacido, el
situado al final de la cadena en su extremo carboxilico (fig. 16). Por esa ra-
z6n se llaman exopeptidasas para diferenciarlas de las endopeptidasas que
catalizan la hidrdlisis de enlaces peptidicos situados en la zona central de las
cadenas peptidicas. La carboxipeptidasa A es una metaloproteina en la que
el Zn?* juega un papel esencial en su actividad enzimatica's; su estructura es
de las pocas que habia sido ya determinada por cristalografia de rayos X en
los afios 70 del siglo pasado y su conocimiento fue clave en el desarrollo de



EL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA (RAAS)

esta investigacion sobre la comprensidn de la ECA y la explotacién de esta
via bioquimica para el desarrollo de nuevos agentes antihipertensivos’e.

El equipo de Squibb concibe la idea, expresada explicitamente en sus
publicaciones (ver por ejemplo la ref. 16), del parentesco funcional de la car-
boxipeptidasa y la ECA (fig. 16). Asi, textualmente: “Nuestros estudios so-
bre las propiedades de la ECA sugieren que podia tratarse de una clase muy
similar de exopeptidasa, aunque el centro catalitico haya evolucionado para
efectuar la hidrélisis del pendltimo enlace peptidico, liberando un producto
con estructura de dipéptido”.

o R H o] g an s S o Rn o]
+HN N)\H \ﬂ/ N \?)I\OH Carboxipeptidasa ~HN \-JJJ\ H /LWOH N H,N \H?J_]\OH
Rn2 SRR Rn2 H R
o g o ECA 2 Reay @
wHN ?J\HJW/N“-’JLOH o= ,,,HN\?)J\OH + HQN’J“er“;)"OH
;\’.n_z ¢ = hn-E H Ié{n

Figura 16. Relacion entre la actividad catalitica de las carboxipeptidasas y ECA

Por tanto, dentro de su estrategia general, aplican los conocimientos ya
adquiridos sobre la carboxipeptidasa en particular, a la ECA, y por esa razon,
tienen en mente el modelo de interaccidn entre las peptidasas en general y
las exopeptidasas en particular y sus sustratos propuestos por I. Schechter
y A. Berger. Este modelo, es todavia hoy el cominmente aceptado'’s, del
que deriva el modelo general expuesto al principio y del que se han hecho
muchas adaptaciones y del que aqui, para recordarlo, presentamos una fi-
gura distinta (fig. 17)'.

Figura 17. Modelo de interaccion de una proteasa con su sustrato,
adaptado de ref. 17b

Como vimos, segun el modelo, los residuos de los aminoacidos del sus-
trato que se hidroliza que se alojan en el centro activo de la enzima (P) lo ha-
cen en subsitios o bolsillos (S) capaces, a su vez, de alojar un Unico residuo.

27



28

SOBRE LA QUIMICA FARMACEUTICA. DIANAS, MOLECULAS, FARMACOS, INVESTIGADORES

Los requisitos de especifidad P/S en cada peptidasa justifica la versatilidad
de las mismas. Tanto P como S se numeran a partir del enlace que se hidro-
liza en ambos sentidos, hacia el extremo N-terminal, n, y hacia el extremo
carboxilico, n'. Este es el esquema general, pero en las carboxipeptidasas,
I6gicamente solo hay un subsitio S1’ y un residuo P1’, situacién que en la
ECA llega a dos. Considerando probado su caracter de metaloproteina (Zn2+)
y, analogamente a las carboxipeptidasas, proponen un papel relevante para
el carboxilo terminal al formar este una interaccién clave con un residuo
de arginina.

En este estado de la cuestidn, aparecen dos publicaciones de L. D. Byers
y R. Wolfenden del Departamento de Bioguimica de la Universidad de Caro-
lina del Norte, que cambian radicalmente el curso de la investigacién'®® en
el seno del grupo de Squibb.

En ellas se presenta al acido bencilsuccinico (fig. 18), como potente in-
hibidor de la carboxipeptidasa A, siendo el enantiomero R diez veces mas
potente que el S. Otras modificaciones conducen a la disminucidn o pérdida
de la capacidad inhibitoria. La potencia de enlace a la enzima que exhibe el
eutdmero es muy superior que la de algunos péptidos que son sustratos de
la propia enzima.

Los autores justifican la potencia inhibitoria del acido (R)-bencilsucci-
nico sobre la carboxipeptidasa A por considerarlo un biproduct analog, ana-
logo doble de los dos productos, esto es, una Unica molécula sencilla que
mimetiza las interacciones caracteristicas de los dos productos de la reac-
cion catalizada por la carboxipeptidasa: la mayor parte de la estructura es
analogo de un aminoacido aromatico y el otro grupo carboxilo es analogo de
la correspondiente funcion carboxilica del segundo producto de la reaccidn.
La importancia de los dos carboxilos libres queda patente a partir de este
momento. En este sentido, los autores precisan que la enzima (carboxipep-
tidasa A) exhibe una afinidad por el acido (R)-bencilsuccinico comparable a
la afinidad combinada de pares de compuestos de estructura similar, como
el acido hipdrico y la L-fenilalanina (fig. 18).

Figura 18. El acido bencilsuccinico como biproduct analog, analogo doble de los dos
productos de la reaccidn enzimatica

El resultado neto es una interaccion mas fuerte que bloquea a la enzima
porque, ademas, el succinico, como sustrato no es hidrolizable. Utilizando
términos propios de la Quimica Farmacéutica, se ha obtenido un analogo por
cambio del grupo NH del enlace peptidico terminal por un isdstero clasico,
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el grupo metileno, que no participa en la reaccién que la enzima cataliza. Lo
que representa esta molécula para la carboxipeptidasa, por su fuerte afini-
dad e imposibilidad de hidrdlisis, se proyectara en la investigacion sobre los
inhibidores de la ECA.

Realmente, estos trabajos impulsaron al grupo de Squibb, cuyos com-
ponentes recuerdan con precision el principio de la tarde del miércoles 13 de
marzo de 1974 como el momento de la reunion clave que mantuvieron para
discutirlos y que fue decisiva en el devenir de la investigacionse. El grupo, que
considera verificada su hipotesis inicial?°?' de que la ECA, al igual que la car-
boxipeptidasa A contiene Zn?* que es crucial para su actividad catalitica's, y
con el conocimiento que sucintamente hemos presentado aqui, relanza la in-
vestigacidn basandose en una serie de consideraciones entre las que desta-
can las siguientes'620.22;

1. Proponen por primera vez un modelo de sitio activo para la ECA si-
milar al de la carboxipeptidasa, pero teniendo en cuenta el hecho
diferencial antes citado, considerando que la ECA podria haber evo-
lucionado a partir de las carboxipeptidasas para acomodar un resi-
duo dipeptidico en vez del inico aminoacido como el grupo saliente
de la reaccidn de hidrélisis que cataliza.

2. Asumen, en lineas generales, las conclusiones de los trabajos cita-
dos acerca de la mayor capacidad de enlace del bencilsuccinico so-
bre el sustrato natural al sitio activo de la carboxipeptidasa, pero
resaltan el papel del otro grupo carboxilo del acido succinico, al
que hacen responsable de una fuerte interaccién con el catiéon Zn2*
que la amida del enlace peptidico no puede mantener. En todo mo-
mento, en Squibbs se le da una importancia decisiva a la interaccion
con el ion Zn?*, de manera que su consideracion dirige la investiga-
cion, que se centra sustancialmente en incorporar ligandos para
ese atomo de Zn2*y que finalmente llega a buen puerto. Como suele
ocurrir en Quimica Farmacéutica, esto supone una toma de decisio-
nes que abandona otras lineas que también pueden ser exitosas.

3. Como consecuencia de todo ello, se plantean la sintesis de nuevos
posibles inhibidores no peptidicos, tomando como modelo el ben-
cilsuccinico, inhibidor potente de la carboxipeptidasa, pero unién-
dole un resto de prolina para mimetizar los sustratos peptidicos ya
conocidos, colocando asi el enlace no hidrolizable y el resto acido
coordinable con el Zn2* en el penlltimo residuo, en consonancia con
el modelo de interaccién por ellos propuesto que se presenta en la
figura 19%.

El grupo, en un trabajo de recopilaciéon posteriorée, hace la siguiente
consideracién textual: “El acido bencilsuccinico es un analogo del amino-
acido fenilalanina, que como aminoacido terminal de un sustrato peptidico o
como producto, se enlaza muy eficazmente al sitio activo de la carboxipep-
tidasa A. Dado que nosotros necesitdbamos de un dipéptido que se enla-
zara efectivamente al ECA, Ala-Pro era la eleccién obvia a partir de nuestros
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Figura 19. Representacion esquematica de la interaccidn de las dos enzimas con sus
sustratos, adaptada de ref. 20

estudios con los péptidos de Bothrops jararaca. El compuesto que surge a
partir de tales deliberaciones es D-2-metilsuccinil-L-prolina, aunque noso-
tros decidimos hacer primero la molécula mas simple, succinil-L-prolina, un
analogo del dipéptido Gly-Pro”. Y afiaden: “Desde este momento original del
13 de marzo de 1974, solo pas6d un afio y medio de la primera sintesis del
captopril™.

En el modelo propuesto, el carboxilo terminal se enlaza a un resto ca-
tidnico de un residuo de Arginina de la carboxipeptidasa (Arg-145) y de su
analogo de la ECAy el enlace del carbonilo correspondiente (penultimo, car-
boxipeptidasa, antepenultimo, ECA) con el catién Zn?*, es reforzado en el
caso del bencilsuccinico por la presencia del segundo grupo carboxilato. De
ahi la importancia de los dos grupos carboxilos libres.

El grupo de Squibb traza una estrategia para validar las ideas que sub-
yacen en este modelo propuesto y optimizar, en su caso, las interaccio-
nes hidrofébicas que puedan crear las cadenas laterales. Para ello, parte
del modelo nucleado en torno al residuo de acido succinico al que le unen,
para acomodar un residuo analogo dipeptidico propuesto, un resto de pro-
lina en base a los hallazgos anteriores. La ruta seguida se puede esquema-
tizar asi®:

A) Eleccion del aminoacido. Confirmacidn de la L-Prolina. La medida de
la capacidad de inhibir a la ECA de una serie de hemiamidas del succinico
con diferentes aminoacidos confirma la hipdtesis repetidamente citada, tal
como se presenta en la figura 20%.
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Figura 20. Capacidad inhibitoria de la ECA de hemiamidas del acido succinico con
diferentes aminoacidos

El compuesto elegido, la succinilprolina, es un inhibidor solo modera-
damente potente, comparado con nuestro prototipo, el SQ 20881, el tepro-
tide (ICs, 0,56 uM) pero presenta una prometedora especificidad hacia la
ECA%. Por otra parte, respecto a la potencia, si examinamos el modelo se
puede arglir que la interaccidn con el Zn?* del compuesto seleccionado es
mas fuerte que la del teprotide (cambio de una amida por un carboxilo), pero
la drastica eliminacion de siete residuos de aminoacido disminuye la interac-
cion global.

B) Tamanfo de la cadena. En este caso, y quizas sorprendentemente, te-
niendo en cuenta la linealidad del relato y del conocimiento que ya tenemos
de la meta alcanzada, el homologo derivado del glutarico da una potencia
superior al del previsto succinico (ver fig. 21)2.

Figura 21. Capacidad inhibitoria de la ECA de hemiamidas de la prolina

C) Optimizacién de la cadena. Es resefiable que, en este camino desde
que la succinilprolina condujo al captopril, Gnicamente se necesitaron sinte-
tizar 60 compuestos en una secuencia ldgica para confirmar las interaccio-
nes claves propuestas y conseguir un compuesto de édptima potencia.

En primer lugar, se abord6 la ramificacién en la cadena en busca de su
optimizacién, y el grupo escogido, por razones de antecedentes (residuo de
L-alanina en el tripéptido original) y de sencillez estructural, fue el metilo
(fig. 22)22.
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Figura 22. Capacidad inhibitoria de la ECA de metil-succinil prolinas

Como se puede apreciar en la serie del succinico, la ramificacion 6ptima
es la posicion 2 de configuracion R. La configuracion R es la mejor en los dos
casos. Lo mismo ocurre en la serie del glutarico en el que, notablemente, se
confirma la mayor potencia inhibitoria que aporta este residuo (alrededor de
4 veces mas potente; fig. 23)22

Figura 23. Inhibicion de metil-glutarilprolina

Posteriormente, y en relacion con este resultado, el grupo de Squibb se-
fiald, escuetamente, lo siguiente: “nuestra observacién de que las glutaril
prolinas sustituidas eran mejores que los correspondientes succinil deriva-
dos fue uno de los puntos de partida para el desarrollo por parte de Merck
de la siguiente generacién de inhibidores especificos de la ECA, que condu-
jeron al Enalapril y al Linosipril, publicados en 1980"¢e,

D) Optimizacion de las funciones. En el seno de Squibb uno de los leitmo-
tiv de la investigacion siempre fue la optimizar la unién con el atomo de Zn?*,
y con este fin sintetizaron un gran nimero de compuestos. El cambio del car-
boxilato por grupos hidroxamato o fosfonato condujo a un aumento de la ac-
tividad mientras que otros grupos condujeron a la pérdida de esta, pero fue la
sustitucidn simple del grupo carboxilo del succinico por un grupo tiol, lo que
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condujo a un fuerte aumento de la capacidad inhibitoria, multiplicandola por
un orden de magnitud de 3, tal como se muestra en la figura 242,

El compuesto SQ 13863 es de 10 a 20 veces mas potente que el propio
teprotide. La Unica interaccion del tiol con el Zn2* es mas que suficiente para
compensar la pérdida de las mdltiples interacciones que tienen lugar entre
la enzima y el extremo N-terminal del teprotide. La clara, y conceptualmente
simple, estrategia seguida realmente consiguio sus objetivos?2

Después del cambio de esta importante funcion, se examinaron las otras
variables previamente ya consideradas: longitud de la cadena y ramificacion.

En cuanto a la longitud, quizas sorprendentemente, el tamafio ahora 6p-
timo es el de los dos carbonos iniciales del residuo de succinico en lugar de
los tres del residuo de glutarico que con la funcidn carboxilica habia condu-
cido a compuestos mas potentes (fig. 24).

Figura 24. Cambio del grupo carboxilico por el grupo tiol

Se pueden atender a razones de tipo geométrico para intentar compren-
der el cambio en la longitud de la cadena que es necesario hacer para maxi-
mizar la potencia cuando se pasa del carboxilo al tiol. El grupo carboxilo,
triangular, bidentado necesita un espaciador que le permita plegarse correc-
tamente para establecer la interaccion eficaz; el esférico tiolato, mucho mas
libre conformacionalmente, no. En palabras de los autores en su fundamen-
tal aportacion de 1977: “si la longitud de la cadena 6ptima para los derivados
de diacidos esta entre la del succinico y glutarico, la mayor inhibicion de este
Ultimo se puede explicar por su mayor flexibilidad conformacional, que le fa-
cilita la adopcion de una conformacién doblada que facilite la interacciéon”22.

La introduccién de la ramificacién en busca de la optimizacién produjo el
resultado esperado dando lugar finalmente al captopril, SQ 14255 (fig. 25).
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Figura 25. Estructura del captopril

Fue patentado en agosto de 1978 (USP 4105776) y aprobado por FDA
en 1981 (Capoten®); pronto se convirtid en un auténtico blockbuster de la
industria farmacéutica. El éxito de su descubrimiento fue tal que es califi-
cado, a menudo, como el primer caso de disefio racional de un farmaco?.

3.3. Familia de los IECA

Este éxito estimuld una investigacion activa por parte de otras industrias
para conseguir sus propios inhibidores de la ECA; se trata de la consabida
blsqueda de analogos conocidos como me too, que se justifica plenamente
cuando aparece una diana nueva. Naturalmente, estos analogos deben pre-
sentar mejoras sobre el farmaco original que justifiquen su aprobacidn por
los organismos reguladores competentes. En este caso esta blsqueda tiene,
quizas, un perfil especial por la importancia decisiva dada por el grupo de
Squibb a la interaccién con el Zn?* ya comentada, que ellos logran hacer
efectiva a través del grupo tiol, grupo que en este contexto estudian (y pa-
tentan) exhaustivamente; esto tuvo una repercusion sorprendente en el de-
sarrollo de la investigacién posterior. Por estas razones, otras empresas
abandonan esta funcién de enganche al dtomo de Zn?* y se replantean la si-
tuacién de una manera mas general atendiendo al modelo e ideas que, entre
otros, la propia Squibb habia generado. Basicamente, si hay que prescindir
del grupo tiol, hay que potenciar otras interacciones.

Como punto de arranque, recordemos la existencia del analogo simple tri-
peptidicodelos péptidos encontrados en el veneno de la serpiente, Phe-Ala-Pro,
y el hallazgo por el grupo de Squibb de la potencia superior de las hemiamidas
de la prolina en el caso del glutarico y repetidamente citado por ellos (fig. 26)¢.

Figura 26. Estructura del tripéptido Phe-Ala-Pro y de metil-glutarilprolina
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Por otra parte, y como consecuencia del acimulo de datos, el modelo
inicial de interaccidn se extiende y se tienen en cuenta los subsitios adicio-
nales a los que se consideraban en el modelo simple de la succinilprolina ini-
cialmente propuesto’®.

Estos sitios adicionales son responsables de la interaccion con los pép-
tidos superiores del veneno de la serpiente y pueden ser explotados en la
bldsqueda de inhibidores simples; dan cuenta de las interacciones ya encon-
tradas del anillo de prolina y del grupo metil'¢24,

Dado que el captopril es un analogo del dipéptido terminal, y en con-
sonancia con la sencilla linea argumental que sustenta todo el proceso de
disefio, Squibb y otros grupos, en su bldsqueda de interacciones adiciona-
les, exploraron aproximarse a la estructura del tripéptido a partir del capto-
pril. Como esto supuso, en diferentes lineas de investigacidn, la pérdida de la
fuerte interaccién que el grupo tiol establece con el Zn?, se distinguié'2 en-
tre inhibidores con interacciones fuertes e inhibidores con interacciones dé-
biles con el Zn?* (fig. 27)2

Figura 27. Interacciones propuestas de los inhibidores con ECA, adaptado de ref. 12
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En este sentido, es verdaderamente notable que muy pronto se publicara
la sintesis de compuestos sencillos, de estructura seudotripeptidica, con dé-
bil unidn al Zn?+ presentando in vitro una mayor potencia ICs, 0,07 uM) que
el propio captopril (ICs, 0,30 uM), como el representado en la figura 28%.

Figura 28. Seudotripéptido inhibidor de la ECA

Esta sustancia, es un analogo de la succinilprolina, no hidrolizable, por
tanto, a nivel del penultimo enlace peptidico, sin grupo carboxilo, lo que la
convierte en un interaccionador débil con el Zn2+, pero con la incorporacién
de radicales relacionados con la fenilalanina, que mimetizan las otras inte-
racciones del tripéptido de referencia. Es, asimismo, un analogo isostérico
del tripéptido lo que hace que el grupo bencilo se encuentre en los dos ca-
sos a la misma distancia del nitrdgeno del aminoacido terminal.

A) Enalapril

La busqueda de IECA en Merck se efectlia conociendo y teniendo en cuenta
las consideraciones anteriores, apostando desde el principio por la estrate-
gia de una interaccion con el Zn2* menos potente que la del tiol, pero mas
que la del carbonilo del tripéptido y, consiguientemente, por el aumento del
numero de interacciones. En su publicacidn inicial ellos justifican su estra-
tegia asi?®: “Los efectos secundarios mas comunes que produce el captopril
son erupciones y pérdida del sentido del gusto; dado que efectos similares
se observan con la penicilamina buscamos inhibidores de la ECA, potentes
y especificos, sin la funcidn tiol y que se caracterizaran por sus débiles pro-
piedades quelantes”.

Otro objetivo esgrimido es la prolongacion del tiempo de accién, dada
la facil metabolizacion que provoca la presencia del grupo tiol. Por tanto, se
proponen la eliminacién de ese grupo y la introducciéon de otras interaccio-
nes. En resumen, la estrategia, conceptualmente dependiente de todo lo ex-
puesto, supone:

1. Eliminacién del tiol, lo que conduce a la busqueda de ligandos me-
nos fuertes respecto al Zn?*. El grupo carboxilico se puede conside-
rar fuerte, en comparacién con la amida de los péptidos, pero mas
débil que el tiol.

2. Aumento de las interacciones, lo que conduce a la busqueda de es-
tructuras, mas largas, analogas al tripéptido.
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3. Introduccién de cadenas laterales que aseguren las nuevas interac-
ciones, tipo fenilalanina.

4. Mantenimiento del caracter no hidrolizable del penultimo enlace del
tripéptido original.

La linea de salida procede de la comparacidn de las dos estructuras re-
lacionadas, el tripéptido y el derivado glutarico de Squibb (fig. 29).

Figura 29. Estructuras del tripéptido de referencia y metil-glutarilprolina

Y la primera decisién?* es hacer un cambio isostérico, que en nuestra
historia podemos llamar inverso, recuperando asi la estructura propia de
dipéptido terminal propia del tripéptido y de todos los inhibidores peptidi-
cos, completando asi una unidad de Ala-Pro, pero manteniendo la distancia
con el tercer carbonilo propia del derivado del glutarico, que probd su efica-
cia anteriormente, al tiempo que posibilita nuevas interacciones a través del
grupo amino basico?. Eso permitia el mantenimiento del carboxilo para in-
teraccionar con el Zn?+ a la distancia 6ptima que existe en el derivado de la
glutarilprolina.

El primer compuesto probado fue la carboximetil-L-Ala-L-Pro (fig. 30).

Figura 30. Estructura de carboximetil-L-Ala-L-Pro y su metil derivado

Su potencia, para disgusto del equipo de Merck resultd ser similar. Sin
embargo, dada la contrastada eficacia del residuo Ala-Pro para interaccio-
nar con el sitio activo de la enzima, y el hecho de que la potencia no dismi-
nuyera, los llevé a pensar que la hidrofilia introducida anulaba el esperado
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aumento de potencia; en sus palabras: “Dado que el grupo NH es mucho mas
hidrofilico que el metileno, decidimos probar el efecto de introducir grupos
hidrofobos en la posicion contigua”. Quizas consideraron también que la ra-
mificacién en esa posicidn podria mimetizar al resto de bencilo del residuo
de fenilalanina del tripéptido modelo, pudiéndose alojar en el mismo subsi-
tio S1. En cualquier caso, la simple introduccidn de un metilo elevé drastica-
mente la potencia (fig. 31).

A partir de aqui, la optimizacion. Se encontré que los arilalquil derivados
aumentan la potencia, en concordancia con el residuo bencilico de la fenila-
lanina, siendo superior el feniletilderivado.

Figura 31. Enalaprilato

El diastereoisdmero mas activo, del compuesto asimismo mas activo de
la serie, el MK-422, es claramente mas potente que el captopril y se llamo
enalaprilato, analogo tripeptidico (fig. 31). En efecto, las interacciones adi-
cionales compensaron la pérdida del potente grupo tiol (fig. 32)'2.

El enalaprilato resulté ser mucho menos efectivo que el captopril admi-
nistrado oralmente. La causa es su baja biodisponibilidad. Este problema se
solucion6 convirtiendo el compuesto en su éster etilico, el enalapril, profar-
maco del enalaprilato, menos potente (ICs, 1,2 uM, MK-421) pero con buena
biodisponibilidad y rapida transformacion in vivo en el compuesto activo.

B) Lisinopril

Merck siguid la investigacion en este campo y, en una linea de optimizacidn
posterior, considerd la variabilidad en el penultimo aminoacido. De una se-
rie de analogos resultd que la lisina confiere una potencia incluso superior
que el enalaprilato. Inesperadamente, lisinopril ofrecid una ventaja adicional
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Figura 32. ECA: Interaccion fuerte con cation Zn2* sin grupo tiol adaptado de ref. 12

porgue es muy bien absorbido desde el tracto gastrointestinal debido a que
lo hace por medio de transporte activo. No es necesario, por tanto, transfor-
marlo en un profarmaco (fig. 33).
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Figura 33. Lisinopril

Por otra parte, la geometria tetraédrica del carbono que porta el grupo
feniletilo y que ocupa la posicidn del carbonilo del tripéptido original indu-
cen a los autores a considerar estos compuestos como analogos del estado
de transicidn que alcanza el sustrato en la reaccidn de hidrélisis catalizada
por la enzima.

3.4. Sintesis del captopril y del enalapril

La sintesis del captopril y del enalapril se muestra en las figuras 34 y 35, res-
pectivamente?’.

Figura 34. Sintesis de captopril
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Figura 35. Sintesis de enalapril

4. ANTAGONISTAS DE LA ANGIOTENSINA II. SARTANES

4.1. Introduccion

Una vez explotada la inhibicion de la formacién de la angiotensina Il en el tra-
tamiento de la hipertensidn y conocido el papel decisivo que esta molécula
juega en la misma, se abordd la posibilidad de conseguir efectos antihiper-
tensivos bloqueando los receptores a través de los cuales la angiotensina II
actua, como se indica en la figura 4.

Como antes, y dada la estructura peptidica de la angiotensina II (fig. 5)
es entendible que en el abordaje de la blsqueda de antagonistas de sus re-
ceptores incluyeran inicialmente compuestos con esa misma estructura.

Siguiendo esta linea, se sintetizaron numerosos péptidos que exhibian
propiedades agonistas/antagonistas parciales en diferente grado?® y pronto
se encontrd que la capacidad de enlace con el receptor residia principal-
mente en el extremo C-terminal de la angiotensina II. Esto condujo a la sus-
titucién de aminoacidos en ese extremo para aumentar la afinidad y en el
extremo amino terminal para anular sus propiedades agonistas.

El compuesto saralasina, un prototipo de este tipo de sustancias (fig. 36),
analogo de la angiotensina II por cambio de los aminoacidos 1 (aspartico,
aminoacido acido) y 8 (fenilalanina, aminoacido aromatico) por sarcosina
(aminoacido basico) y alanina (aminoacido alifatico), respectivamente, fue
estudiado en ensayos preclinicos, demostrandose que, efectivamente, ba-
jaba la presidn arterial en humanos. Sin embargo, la necesidad de adminis-
tracidn parenteral, su corto periodo de accion y el hecho de mostrar caracter
agonista parcial en un porcentaje relevante de pacientes, limitd el uso tera-
péutico de esta sustancia.
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Figura 36. Estructura de saralasina

Pronto se empezd la busqueda de este tipo de antagonistas a partir de
estructuras no peptidicas. Aunque los primeros intentos fueron infructuosos,
se produjo un punto de ruptura hacia adelante con la publicaciéon de unas
patentes?® que informaban de la capacidad hipotensiva de una serie de aci-
dos 5-imidazolacéticos, entre los que destacan los denominados S-8307 y
S-8308 (fig. 37), los cuales antagonizaban el receptor de la angiotensina II.

Figura 37. Evolucion de antagonistas de la Ang II a partir de los hits
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La estructura de estos compuestos sobrevol6 la investigacidn posterior en los
diferentes grupos de investigacion, actuando como auténticos hits para ellos.

Estas patentes fueron cruciales; su analisis condujo al desarrollo del lo-
sartan, DuP753 (DuPont) y del PD123177 (Parke-Davis, desde 2000, inte-
grada en Pfizer), cuyas estructuras se presentan en la figura 37.

Estas sustancias corroboraron la importancia farmacoldgica de dos
subtipos importantes de receptores de la angiotesina II, los subtipos 1y 2.
El subtipo 1, ahora llamado AT1, esta claramente relacionado con los suce-
sos que tienen que ver con la regulacion arterial y es antagonizado por el lo-
sartan, sustancia que encabez6 la serie de los sartanes; el subtipo 2, AT2,
esta mas activo®® (o presente) en fetos, neonatos, nuevos tejidos en general
y tiene un papel de equilibrador de los procesos proliferativos, con poca in-
cidencia en la presion arterial; es bloqueado por PD123177 que ha sido muy
Gtil para estudiar la relacidn entre estos subtipos, que se esquematiza en la
figura 383°,

Figura 38. Relacidn entre los subtipos de receptores de la ECA, adaptado de ref. 30

Cifiéndonos al desarrollo de inhibidores de tipo 1 (AT1) de Ang II, el
analisis por grupos diferentes de los imidazoles de Takeda, condujo a las dos
primeras estructuras que llevaron a sustancias introducidas en clinica, lo-
sartan (DuP753) y eprosartan.

4.2. Losartan

Desarrollado, como se ha dicho, por DuPont, se presenta siguiendo el si-
guiente esquema que resume las ideas principales de su disefio®. Los com-
puestos lideres, como ya se ha dicho, se tomaron de las patentes de Takeda
antes citadas® y tenian propiedades antihipertensivas muy débiles, pero
eran especificos para el receptor Ang II.
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El andlisis de estas moléculas condujo a los postulados siguientes2sa:

a)
b)

Ambos, la Ang I1 y los lideres se enlazan al receptor por el mismo
sitio™.

Tanto el grupo COOH de la Ang II como el de los lideres existen en
medio fisioldgico en forma ionizada, lo que supone la existencia de
una carga positiva en el receptor.

El ndcleo estructural de los lideres deberian expandirse para mime-
tizar mejor la Ang II y sus puntos de contacto con el receptor.

Figura 39. Estrategia para incorporar grupos farmacoéforos de Ang II a S-8308™

Efectivamente, en el estudio por modelizacion molecular de la interac-
cion de Ang I1y el nicleo de los lideres con el receptor destacan los siguien-
tes hechos, que se esquematizan en la figura 39:

a)

b)
c)

Hay concordancia de los aniones carboxilatos en su interaccidn con
el mismo resto catidnico del receptor;

El papel de los dos nlcleos de imidazol es semejante;

La cadena de butilo de los lideres y el resto de isoleucina cumplen
el mismo papel. De todo ello se deduce que la interaccién principal
de los lideres con el receptor es con la parte de este que interac-
ciona con el extremo carboxilico de la cadena peptidica de Ang II,
faltando las interacciones debidas a la parte amino terminal. Esta
parte tiene dos residuos acidos, el carboxilo del aspartico y el grupo
hidroxilo de la tirosina; se postuld que a los lideres le faltaba, al me-
nos un residuo acido adicional para fortalecer las interacciones.
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Esta idea, desarrollada en DuPont fue exitosa pues al colocar un grupo
carboxilo en para, se origina un compuesto con una afinidad 10 veces supe-
rior (EXP6155). La adicion de un grupo fenilo, buscando interacciones con la
tirosina y manteniendo el grupo carboxilo volvié a multiplicar la potencia por
10 (compuesto EXP6803). Es ademas interesante que, para mantener esa
potencia, la union de los fenilos debia suponer una restriccién de los grados
de libertad, conseguida a través de la extensidn de la conjugacidn mediante
una funcién amida, compuesto EXP6803 (fig. 40)3".

Figura 40. Desarrollo del losartan

Puede llamar la atencién la sustitucion del relevante grupo carboxilo
unido al imidazol a través del puente metileno por su éster metilico. En rea-
lidad, el éster es un intermedio de reaccion utilizado para proteger el car-
boxilo. Cuando se obtuvo la sustancia inicialmente objetivo, con el grupo
carboxilo libre, se encontré que su potencia era menor (ICs, 0,43 pM, fig. 40).
El nuevo grupo carboxilo, ha tomado el relevo y el éster metilico contribuye a
una mejor biodisponibilidad?e31,

Se iba mejorando la potencia, pero la biodisponibilidad por via oral
siempre era baja. La unién de los dos fenilos, realizada a través de un enlace
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amida por razones de accesibilidad quimica, se cambié a una unidn directa,
mucho mas apolar. Se mantuvo la actividad y se mejoré la biodisponibilidad
oral. En esta serie, la posicion 5 del imidazol puede incorporar diferentes
grupos manteniendo la actividad. Prevaleci6 el grupo hidroximetilo, por la
razon ya aludida de biodisponibilidad y estabilidad metabdlica. El compuesto
seleccionado en esta serie es el EXP7711 (fig. 40).

Finalmente, en la blsqueda de un iséstero del carboxilo que fuera un
grupo mas estable metabdlicamente, mas lipdfilo y mas innovador, se en-
cuentra que el tetrazol conduce a un compuesto mas activo y con esas pro-
piedades que se buscaban. Se trata de DuP753, losartan, aprobado FDA
1995 (fig. 41).

Figura 41. Estructura del losartan

En la figura 42 se presenta un esquema resumen de la estrategia se-
guida por DuPont a partir de los compuestos de Takeda'™.

El esquema de la sintesis de losartan3? del grupo de DuPont se recoge
en la figura 43.

El losartan se transforma en el higado en el acido (fig. 43), principal me-
tabolito que es de 10 a 20 veces mas potente y de mas tiempo de accion. Sin
embargo, tiene una biodisponibilidad muy baja cuando se administra oral-
mente, por lo que fue el DuP753 el introducido en clinica.
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Figura 42. Estrategia seguida por DuPont a partir de los compuestos de Takeda

Figura 43. Esquema de la sintesis publicada de losartan32 del grupo de DuPont
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Figura 44. Metabolito principal del losartan

Como consecuencia de todo ello, los autores proponen un modelo de
interaccidn que tiene en cuenta este hecho, modelo que se recoge en la
figura 4528,

Bolsillo hidrofébico

Bolsillo hidrofébico

Interaccién ionica
Enlace de hidrégeno o
interaccion ionica

Bolsillo hidrofébico
Figura 45. Modelo de interaccién del losartan con el receptor AT1,
adaptado de ref. 28b

4.3. Eprosartan

Una estrategia diferente fue sequida por SmithKline Beecham Pharmaceuti-
cals, en su descubrimiento del eprosartan, partiendo también de los dos ben-
cilimidazoles reportados por el grupo de Takeda en sus patentes (fig. 37).
Encontraron que se podia hacer coincidir la cadena bencilica de los lideres
con el residuo aromatico de la Tyr4 de la Ang I1 y el grupo carboxilico con el
resto carboxilico de la Phe8 en una conformacién con angulos aceptables®.
Con objeto de aproximarse mejor a la separacidn Tyr4-Phe8 se alejo el grupo
carboxilo del prototipo evitando la libertad conformacional. Se prepard asi el
derivado imidazol acrilico que resulté ser 5 veces mas potente (ICs, 8,9 UM).
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La adicion de un grupo o-bencilo a la cadena lateral de acido acrilico para
mimetizar mejor la cadena lateral de Phe8 condujo a otro aumento notable
de la actividad (15 veces la del lider, ICs, 2,6 uM, fig. 4633).

Figura 46. Desarrollo del eprosartan

El cambio tematico isostérico del fenilo por el tienilo multiplica por 5 la
potencia y le comunica mejor biodisponibilidad por via oral (fig. 47).

Se estudié también el efecto del cambio de funcién en el bencilo sobre el
nitrégeno del imidazol. Varios grupos en diferentes posiciones condujeron a
un aumento notable de la actividad siendo la mejor sustitucion la colocacién
de un grupo carboxilo en la posicion 4 del fenilo (fig. 47)3.

Figura 47. Optimizacién del eprosartan

Este compuesto, SK&F 108566, es varios miles de veces mas potente
que los lideres. El grupo carboxilo adicional puede formar un nuevo enlace
con el receptor, quizas mimetizando el OH fendlico de Tyr4. Es inhibidor po-
tente y selectivo del receptor de tipo 1, no interaccionando con el tipo 2. Fue
aprobado por la FDA 1997. Eprosartan, solo o en combinacién con hidro-
clorotiazida, es un potente y bien tolerado antihipertensivo. Derivado de los
imidazoles de Takeda, tiene un perfil estructural diferente a la mayoria de la
familia de los sartanes.

En la figura 48 se presenta un esquema de la estrategia de SmithKline
Beecham Pharmaceuticals a partir de los compuestos de Takeda'™.
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Figura 48. Desarrollo del eprosartan. Estrategia seguida por SmithKline Beecham

El esquema de la sintesis del eprosartan se presenta en la figura 493.

Figura 49. Sintesis del eprosartan



EL SISTEMA RENINA-ANGIOTENSINA-ALDOSTERONA (RAAS) 51

4.4. Losartan y otros sartanes. Me too

Losartan. Fue el compuesto lider, en un sentido amplio, y dio origen a la fa-
milia de los sartanes:

Candesartan. Inicialmente, Takeda. TCV 116. Astra Zeneca (Atacand®).
Aprobado FDA 1998 (fig. 50).

Irbesartan. Inicialmente, Sanofi Aventis SR 47436. Desarrollado por
Bristol-Myers Squibb. BMS 186295 (Aprovel®, Avapro® entre otras). Apro-
bado FDA 1997 (fig. 50).

Figura 50. Estructura de losartan y otros sartanes

Valsartan. Inicialmente, Novartis CGP 48933 (Diovan®, Avapro® entre
otras). Aprobado FDA 1996, primer analogo introducido en clinica después
de losartan. Se expone a continuacidn, a grandes rasgos, la linea de pensa-
miento seguida por los autores en el disefio del valsartan34. El grupo butilo
presente en estos compuestos mimetiza la cadena lateral de Ile(5) de Ang II,
lo que implica que el imidazol del compuesto no peptidico podia ser un sus-
tituto del enlace amida situado entre Ile(5) y His(6) (fig. 51)3.
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Figura 51. Estructura de Ang II con los grupos referibles a los hits

Analisis comparativos exhaustivos de las conformaciones de minima
energia del losartan y el pentapéptido C-terminal de Ang II, Tyr-Ile-His-Pro-
Ile apoyaron esta idea y condujeron a proponer la sustitucion del heterociclo
por una estructura de amida mas libre conformacionalmente. Como el ami-
noacido siguiente al enlace peptidico que se quiere mimetizar es la histidina,
se sintetizaron primero una serie de amidas aromaticas, de las que emergid
el siguiente compuesto seleccionado. La mezcla R/S es solo 10 veces me-
nos potente que losartan. Pronto se vio que los residuos alifaticos aumenta-
ban la potencia y que el enantidmero S era asimismo mas potente que el R.
Se llega asi al valsartan (fig. 52)34.

Figura 52. Desarrollo del valsartan

La sintesis publicada inicialmente3* se muestra en la figura 53.
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Figura 53. Sintesis inicial del valsartan

En la figura 54 se presenta otra sintesis muy citada y mas reciente3.

Figura 54. Sintesis del valsartan via reaccion de Negishi
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Este libro aborda la Quimica Farmacéutica desde su punto de vista mas ge-
nuino: la biisqueda, desarrollo e invencion de nuevos farmacos. Los autores,
todos ellos profesores del Departamento de Quimica Organica y Farmacéutica
de la Facultad de Farmacia de la Universidad de Sevilla, consideran que tie-
ne un gran valor pedagogico la presentacion del desarrollo de nuevas lineas
de farmacos, tal como los grupos investigadores lo han pensado y llevado a
cabo en la practica a través de su labor cientifica, reflejada en numerosas pu-
blicaciones. Se presenta en este libro una seleccion limitada de ejemplos de
desarrollo de nuevos farmacos, con especial atencion al caso de los antivirales
y de las nuevas estrategias que se utilizan para el desarrollo de agentes anti-
cancerosos mas seguros v selectivos que los quimioterapicos clasicos. Ambas
lineas emergen en investigaciones desarrolladas fundamentalmente en las
dltimas décadas del siglo XX y estan actualmente en pleno apogeo.
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Editorial Universidad de Sevilla
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