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REFLEXIONES

En una tiefra en guesra, habia un rey que causaba espanto. Cuando hacia
prisioneros no los mataba: los $evaba a una sala donde habia un grupo de arqueros de
un lado y una inmensa puerta de hierro del otro, en b cual se veian grabadas figuras
escalofriantes. Bt simple hecho de ver la puerta dejaba helado al mas osado de ios
prisionercs. En esta sala & les hacia formar un circubo y les decia, entonces:

*‘Ustedes pueden elegrr enfre morir  flechados por mis angueros o pasar por
aquedla puerta”.

Todos elegian ser muerios pof oS arquercs.

Al terminar la guerra, un soldado que por mucho tiempo sindd al rey se dirigio al

soberano:

-Sefior,

-Dime, soldado.

-; Qué habia defras de la puerta?
- ¢ Por qué no miras ti mismo?

El soidado, entonces, abre temerosamente [a puerta y, a medida en que lo
hace, rayos de Sol entran y aciaran el ambiente... Y, finalments, &1 descubre,
sorprendido, que la pueria se abria sobre un camino que conducia & ta |LIBERTAD!!!

£ soldado, admirado, solo mira a su rey, guien le dice:

- Yo les daba la eleccién, pero preferian morir 2 amiesgarse a abriv esta puerta.
(Andnimo)

...¢Acaso no habia sepulturas en Egipto para que nos
hayas fraide a morir en e desierto? ; Qué has hecho con
nosoiros  sacandonos de  Egiplo? (No te dijimos:
Déjanos en Paz, serviremos a los egipcios, pues mas
nos vake ser esclavos que morir en e desierio?.
(Reclamos del pueblo Judio a Moisés cuando se
sintieron atrapados entre e Mar y el ejército del Faraon)
Ex 14,11-13




Elennrmasgrandesémme{ewancb,pm
emor 3 eqUIVOCAMOS, NOS EQUIVOCAMOS
dejando de amesgamos en ef caming.

No se equivoca & hombre que ensaya
distintos caminos para akcanzar sus metas.
Se equivoca o que, por femor a

equivocarse, N0 camina.

Mo se equivoca el hombre que busca ka

verdad vy no la encuentira; se equivoca €

que, por temor a ermar, defa de buscarla.
René Trossero..

+Cuéntas puertas dejamos de abrk por & miedo de amesgar?
g@énhsmpad&ymblﬁatadymimwdmm,mtewsaﬂi
miedo de abrir la puerta de nuestros suefios? Miedo a caminar pos el inmenso desierio
de la vida para enconkar el 0asis de ka plenitud.

A todos mis seres queridos les pido perdon por afrasar este suefio, por no abrr esta
puerta, por dejame atrapar por el miedo. Le pido a Dios sabiduria para afrontar con

entereza la paraddjica y maraviliosa vida.

Gerardo Emanus! Orddiez Escobar
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OBJETIVOS

Estudic tefrico compamativo de una serie de compuestos con actividad
inmunoestimulante y/o anticancerigena de uso comercial y en fase de investigacion,
empleando el método semiempirico AM1.

. Disefio, modetaie motecular y calculo de propiedades elecironicas (tales como energia

de orbitales HOMO, LUMO, densidad electrénica, entre otros) de una serie de
compuestos analogos a cistamina.
Estudio de Regresion miitiple con las variables obtenidas del estudio Tedrico

Determinar la posible relacidn entre los compuestos y su actividad inmunoestimulante
y/o inmunoestimutante.

Sintesis y caracterizacion de uno de los compuestos andlogo a cistamina.




Generalidades




La terapéutica se auxilia de fos farmacos,
de los cuales no conoce nada, y los utiliza
en pacientes de los cuales conoce menos.

Voltaire (1694-1778) °



1.

QUIMICA MEDICINAL
1.1.INTRODUCCION
La medicina y las ciencias farmacéuticas han trabajado intensamente para dejar
atras esta definicidon histérica establecida por Voitaire y que sea solo eso, una definicién
que pertenece a la historia. Los avances logrados, de manera particudar, durante y
después de la Segunda Guerra Mundial han sido decisivos, pero no definitivos.

El desarrollo de nuevos farmacos se basa en dos estrategias complementarias.
Una involucra e disefo y sintesis de nuevos compuestos que imiten o blogueen la
accion de sus moléculas relacionadas 0 receptores, que han sido identificados por
medio de estudios en biologia molecular y medicina. Esta estrategia, se auxilia de la
mas modema tecnologia computacionai, la cual detalla de manera tridimensional las
entidades quimicas asi como los receptores o blancos biomoleculares; esta estrategia
es comunmente Bamada o conocida como Disefio Racional de Famacos. Esta fue
adoptada entusiastaments por la mayoria de las grandes compafiias farmacéuticas
intemnacionales desde que aparecié por primera vez a mediados de 1970. 2

La otra estrategia involucra ef tamizado o "screening” de compuestos de origen
natural (plantas, microorganismos y animales) con probable actividad farmacologica.
Una vez obtenido el compuesto puro se realizd la optimizacion de su actividad
biclogica mediante la modificacién estructural de la motécula. En la actualidad cerca del
25% de los farmacos consumidos en el mundo occidentad provienen o son principios
aﬁmmmmmmm.zasElemmddmmgdo
rejuvenecido y mejorado por la infroduccion de técnicas automatizadas de sintesis
organica, permitiendo un rapido desarrolio de un gran ndamero de compuestos para una
amplia variedad de enfermedades.”” Aunque, como se describe adelante una a la otra
se complementan.




Vivimos en una era de farmacos. Tenemos famacos para & dolor, para las
enfermedades, para las alergias, para el placer y para la salud mental. Famacos que
fabricas y purificados de fuentes naturales. Famacos que han sido evaluados
chinicamenie. Hoy tenemos fmacos que &n sU gran mayoria son seguios y efectivos.
Pero esto no quiere decir que siempre fie asi.

1.2 HISTORIA

En la ya milenaria batafla enfre al sor humano y las enfermedades se pueden
distinguir tres periodos. En ¢ primero, la terapia anfigua estaba fundamentaba en fas
practicas magicoTeligiosas y on el empleo empiico de remedios - propios de cada
region- usando amimales, plantas yfo minerales. Se crefa que ias enfermedades eran un
recmso que los dioses utilizaban para castigar a la humanidad. B dnico remedio, en
esas circunstancias era aplacar a fa deidad con ayuda def chaman o brujo, cuyo poder
se acrecentaba al ejercer su accion mediadora. 19

Durante sigios esta practica fue comiin en muchas regiones del mundo. Un
ejempio ciaro de esta forma de endender la vida, es lo que se
caiculosa formada en el estdmago de los rumiantes. Se creia que
esta pulverizada en vino servia como antidoto contra fodos ios
males, ademas, al ublizarla como amuleto también proporcionaba 3
proteccion contra cualquier enfermedad. La palabra Bezoar es de  Fig. 1 Predka de Beroar
origen Persa que significa proteccién contra el veneno.®

Aunque la humamdad no siempre camind en la oscuridad en lo relativo a
tratamientos condra enfermedades, como podemos apreciar en e segundo periodo, en
el cual ha premado el conocimiento cientifico de los mecanismos que causan [as
erdermedades. Son claro ejemplo de este conocimiento, las terapias ufiiizadas por las



grandes civilizaciones antiguas como la Egipcia, Griega, China, Arabe y en nuestro

continente: por las civilizaciones Azteca, Inca y Maya > '* '

El origen de jo que hoy conocemos como medicamentos se remonta a la
medicina tradicional, en la que nuestros antepasados utilizaban de manera artesanal
plantas para el tratamiento de padecimientos comunes en la poblacion. En los tratados
de medicina se tienen reportes de hacia 5100 afics antes de Cristo, durante el periodo
de la dinastia Shen Nung, se tiene conocimiento del uso de la Dichroa febriguga para el
tratamiento de la fiebre con excelentes resuttados.!! En el mismo siglo V a.c. Hipécrates
realizéd aportes importantes a la medicina de forma rudimentaria, por lo cual es
considerado el padre de ia medicina. Este periode alcanz6 pleno desarrollo durante los
siglos XIX y XX, hasta culminar con e refinamiento de la medicina actual.® 2

Pese a los grandes avances ciertificos y técnicos de la medicina, parece ser
inevitable el que el ser humano se enferme para que la técnica pueda ser aplicada.
Existe una gran cantidad de farmacos para tratar casi cualquier enfermedad infecciosa,
metabdlica o neoplasica. Sin embargo, y a pesar de que se cuenia con vacunas para
ciertas infecciones virales y bacterianas, son muy pocos los medicamentos con que se
cuenta para prevenirias.

El tercer periodo, el de !a medicina del futuro, debe basarse también en la
prevencion.

Mencioné anteriomente que el descubrimiento, el disefio y desarrolio de nuevos
farmacos sigue dos estrategias alternativas y complementarias. El desarrollo histdrico de
estas dos estrategias es retatado muy bien por Peter R. Andrews en &l capituio Drug
Design and Discovery: Where Next?, en el libro NMR in Drug Design,?.

En la practica, la division entre una estrategia vy la otra no esta daramente
definida, como se hace evidente en el resumen mosirado en [a figua 1.2




CRONOLOGICAMENTE DESCUBRIMIENTO ISERO
Medcrs Trasconal
Toxacdad seedt
Observacion Clinca
1700-1899 Optimizacion Moilecular
Farmacologia Molecular
Estructura Biomolecutar
Tamizado Bioquirmico
Librerias Quimicas
2000 Gendmica, Proteémica
Terapia Génica

Fig. 1 Cronologia de! desarrolio de la Quimica Médica. Modificado de NMIR in drug design. 2

1.2.1. DESCUBRIMEENTO: MEDICINA TRADICIONAL

Muchos de los medicamentos que se utiizan en la aclualidad provienen de
fuentes nalurales. Estos se obluvieron gracias a los conocimientos que tenian las
culturas antiguas acerca de las plantas, minerales y animales para tratar enfermedades.

Muchos fueron descubiertos y empleados por nuesiios
ancestios. El uso del digitalis, obdenido de las ramas de la
Digritallis purpurea, utiizado como cardiotonico (1799, Fermiar) y
@ Para tratar la hidropesia (1875, Withesing); la atropina obtenida de
las ramas y las raices de fa planta conocda como Huele de
Noche o Plena de Noche (Atropa belladona) usado para la
didatacion de las pup#as en oftaimologia. La guinina oblenida de
ka corieza de ka Cinchona officinalis (Fig. 2) para el tratamiento de
la malaria (1580-1600, Juan De la Vega). El uso de la corteza del
sauce (1763, Edward Stone) para tratar la fiebre y el reumatismo, lo que posieriormente
‘Bevaria al atslamiento del principio activo, lasdx:‘na(1829HLetu1x)yalapostenor
sintesis quimica de ta aspirina en 1893 por Felix Hoffman. "




1.2.2. DISENO: TOXICIDAD SELECTIVA

A pesar de que |a frase disefio de fanmmacos es refativamente recients, los principios
basicos en los cuales o por los cuales fue creada, se pueden
enconirar en el concepio de quimicterapia acufiado por Paul Fhrfich
(Fi9.3) a principios del siglo XX, mienfras estudiaba la toxicidad que
exhibian algunos compuesios costra ciertos agentes infecciosos, en
parfiadar al cobservar que I3s bacterias podian ser tefidas
selectivamente por alguncs coloramtes: “la quimioterapia es ef uso
de drogas para dafiar a un organismo invasor, sin causar dahio al hospedero”™.

Tales observaciones le sirvieron para elaborar la siguiente hipdtesis: “Los toxicos
derivados de colorames se pueden unir selectivamente a [a pared celular de las
bacterias; por lo que pueden ser unos poderosos agentes antibacterianos. *
De sus observaciones con colorantes o, o oH
arsemicales y las modificaciones de la
estruciura logré en 1909 [a sintesis del ”bfm‘@_“‘
salvarsan o arsfenamina (FIG. 4) Fig. 4 Eslruckara quimica ded Salvarsan
apartir del Atoxil. Erfich observd que el Salvarsan presentaba efectos extraordinarios
para tatar la sifilis. El Aloxil, fue un compuesto desammoiado por investigadores

Britanicos que era efectivo contra ios fripanosomas pero presentaba un gran
inconvenienie; el dafio severo al nesvio Gptico. *1°

Ehrlich acudlo el termino “Balas Magicas™
para rederirse a la forma selectiva de achsar de los
azocompuestos. B termino “Balas Magicas”
también ha sido adoptado con entusiasmo por fa
Biologia molecular y la inmunoiogia, ya que sentd
las bases para entender el mecanismo de accion
de los anticuerpos. En la figura 5 podemos apreciar

[ SRS e PCIRNRINY

Fig. 5 Dibujos de Ehrlich scbrs (as inkeracciones
anire racepiores cululares y sus igandos (19003




Ehdich continud con sus eshudios; en particular con los azo compuestos y sus
propiedades. Cientos de estos compuestos fueron sintetizados y evaluada su actividad,
hasta llegar a la comprobacion antibacteriana in vivo. "**°

o o A finales de la década de

i? los aflos 20's, e aleman
v e Gerhard Domagk, realizd

HH,
© pruebas con un colorante
1 de color rojo-anaranjado

PROMTOSE. SULFAMIAMIDA PABA utilizado para tefir fibras de
FIG.8 Refacin estructural enire Pronkos, PABA y Sulfankamica origen animal, mejor conocido

como Prontosil. Domagk realizd experimentos con ratones y observé que este
canpmslomaid:alasbadaiaspemmabsram.Seuﬁlizépapineraoczsidn
paamramha‘aﬂedeunasspﬁoamasmammsohemeelpruﬁosilmvﬂm
no presentaba poder antibacteriano. Mas adelante se dieron cuenta que este
mpteﬂoaaﬁpidanerﬂemeﬂxﬂizadomuhﬂmida,daﬂmcuﬂiemel
gnmuwﬁunazo.mwasd:amsqnlawﬁaﬂanjdaesmmémmmradel
acido para amino benzoico ({PABA), el cual es esencial para la biosintesis del
tetrahidrofolato en las bacterias, pero no en los humanos (Fig. 6) '™

Los estudios de Ehrlich sobre el uso de los colorantes condra las bacterias y la
formulacion de la hipdtesis, pudiera parecer imelevants, pero el concepto de toxicidad
selectiva sentd ias bases para los posteriores estudios en quimicterapia. *°

1.2.3. DESCUBRIMIENTO: OBSERVACIONES CLINICAS
Desde la mitad del siglo pasado la manera de descubrir medicamentos ha ido
cambiando con el aprovechamiento de los efectos terapéuticos ya conocidos de una
gran cantidad de drogas ya existentes, pasando de las observaciones subjetivas y
cuglitativas de la medicina tradicional a observaciones clinicas de manera cuantitativa.




Los efectos farmacolégicos de las sulfonamidas, en particular, han sido moléculas -
lideres para la creacion de otras con similares efectos pero con menor efecto téxico, -
muchas de los cuales fueron sintetizadas partiendo de las observaciones dinicas.

Por ejempio:

. En el tratamiento de la fiebre tifoidea y en otras enfermedades infecciosas se
utilizaba la sulfonamida IPTD, pero se observo que esta mostraba la propiedad
de disminuir los niveles sanguineos de glucosa, por un mecanismo de accion
desconocido. La optimizacién de la actividad de esta estructura, llevo al
descubrimiento de una nueva molécula, la tolbutamida, que actua estimulando ia

secrecién de

insulina de los

, istotes de

Langerhans  del
Cén—gnj)\ i pancreas.

e La actividad

TOLBUTARMIDA
i o o antibacteriana de
I
'/-YJ\ ii =) 19 a
5 W 9
l:- suifonamidas esté
cET EICARBONATC acomparfiada de

un incremento del
volumen urinano.
La optimizacion de esta actividad trajo consigo 1a obtencion de antidiuréticos y
de hipotensivos tales como la acetazolamida, la cual inhibe la anhidrasa
carbbnica en virtud contar en su estructura con el grupo sulfonamida el cual
presenta una similitud estructura! con el ion bicarbonato (Fig 7).

Fig. 7 Comparaciin entre sulfonamidas con diferenie aclvidad farmacoligics.

Otros ejemplos de farmacos que han cambiado de uso apartir de las observaciones
clinicas y o de sus efectos secundarios son las mostazas azufradas y nitrogenadas, que
fueron utilizadas tanto en la primera como en la segunda guerra mundial como ammas de




avauada.Pubsdedosqnpméémbssa&eﬁvbﬁes(desmmwdelascélulas
biancas) son ahora utilizadas para tratar la leucemia. También la nitroglicerina que fuera
Lﬁﬁzadacume:qﬂosivo,&sduauﬁﬁzadamdhatmiaiodelamghadepwn
Como el uso de dosis de 100mg de aspirina para reducr la agregacion plaquetaria y
prevenhd@godeedemedadesw‘diacas,tmbmpaduﬂeswnwﬂopaﬁas
declaradas como de manera preventiva en personas con riesgo de sufrir este tipo de
afecdmes.Oh’asdngasﬁenenunnuevousoalmebnimenlamﬁgﬂedad:la
resaphmamnbadaenlasmioesdempimtahdialaRawdﬁasemenﬁhayusada
histéricamente en la India para tratar la ansiedad, se introdujo su uso en el mundo
occidental en 1950 como un antihipertensivo. La morfina utilizada por los egipcios para
inducir el suefio, es ahora usada para mitigar los dolores intensos. La cocaina utilizada
por los Incas para calmar el hambre y la fatiga, es actuaimente utilizada como un
anestésico local. 2%

En la actualidad esta forma de obtener nuevos farmacos esta siendo regulada por
las autoridades, aunque los casos son relativamente comunes. 2%

1.2.4. DISENO: OPTIRMZACION MOLECULAR

£l descubrimiento del prontosil en 1953 tuvo como consecuencia la sintesis y
evaluacion de cientos de sulfonamidas relacionadas, y de manera similar estos
pﬁmipbshmmqﬁiczdosaoﬁosoarpmstospaacﬁmwmpwstoslideres.
thymdiaestaﬁﬂeiannleala’tamfdomdeam,eﬂosemﬁnsmde
enorme utiidad en el establecimiento de una clara division entre las relaciones
cualitativas de estructura quimica y las relaciones cualitativas de actividad biologica.

En el caso de las sulfonamidas, se establecid la siguiente generalizacion:

+ 13 presencia del grupo p-aminobencenosuffond €S necesaria para que presente
Fvidad biokaica,

o la susiituc6n def grupo amino es aceptable, pero soio si fa sustitucion ocuire
realmente in vivo.
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e La monosustiucion del nitrogeno del grupo suifonamido Beva consigo a una
significante variacion en la actividad.

Este tipc de estudics y posteriores (Bell y Roblin, 1942) sentaron fas bases de los
estudios Relacion Estructura Actividad (SAR) y posteriormente, Hansch y cotaboradores
(1993) sentd klas bases de lo que hoy se conoce como Relaciones Cuantitativas
Estructura-Actividad (o estudios QSAR) los cuales coirelacionan la actividad biologica
con parametros fisicoquimicos como et coeficiente de particion, paréametros electronicos
y las propiedades de los grupos funcionales presentes en la molécula.

Este tipo de estudios no consideran de manera explicita la estructura
tridimensional de los compuestos; sino que realizan los andlisis tradicionales QSAR
usando parameiros del sustituyente y variables indicadoras (descriptores) para describir
las variaciones estructurales.> %

1.2.5. DESCUBRIMIEENTO: FARMACOLOGIA MOLECULAR
La opbimizacién de moléculas de

]

determinado receptor se logrd gracias a g M
la aparicionh de la famacologia
molecular durante los afios 60’s. Un >=(\S/\/m\r*\
ejemplo claro de estas aproximaciones N —
es como se fue dando la optimizacitn
de la  histamina para obtener y\OAS/\/'\a/*\

antinistaminicos  (fig.8) Posteriores '="\"02
ensayos con cambios en la polaridad y RANITIOINA

la extension de la cadena alquilica, asi 5, g optmizacisn molecuiar de ta histamina hasta
como de la introduccion de diferentes  °Ftene i Ranfidina

anillos, dieron lugar primero a la sintesis de la burimamida, a la cimetidina y mas

HESTAMENA BURIMARMNIDA
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recientemente a la ranitidina. Estos compuestos son capaces de impedrr la unidn de la
histamina a sus receplores.?

1.2.6. DISENO:-ESTRUCTURA BIOMOLECULAR

£l disefo es el proceso, en el
cual lo que se busca es encondrar
modéculas capaces de interaccionar
0 unirse a determinados blancos
macromoieculares, ya sea gue se
encuentren unidos a la membrana
celular (receptores), que se
j\ e ?I ' ? encuentran de manera libre en el
torrente sanguineo o en el
citoptasma celular (enzimas). Son
o1 T T un siemplo dlaro de esta estrategia
es e desarollo de farmacos
inhibidores de la ermzima
ﬁn ﬁ” du OQLI: o convertidra de la angiotencina
Hs {ECA), que se desamollaron
basados en su enzima

IG. 9 Elapes suceshas e la cbiencitn del Capiopr, inhibidor de ACE
corelacionada inhibidora la

carboxipeptidasa A, hasta legar al antihipertensivo captopril (Figura 9)

Otro sjemplo es el desarrolio de los compuestos inhibidores de la enzima sialidasa
del virus de la influenza; que se desarrollaron apartir de un inhibidor no selectivo, et
acido 2-desoxi-2,3-didehidro-D-N-acet] newraminico (ADNAN)} hasta llegar al
compuesto que inhibe a la enzima de manera mas efectiva (ADNAN B), al sustituir el
grupo hidroxilo del inhibidor no selectivoe por el grupo guanidino, disminuyendo la
constante de afinidad (Ki) en cerca de cuatro magnitudes.(FIGURA 10) '
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FIG. 10 Molécutas mhibedoras de la sialidasa ded virus de la influenza. E)
cambio de un un grupo hidrox#o por un grupe guanididno ke da mayor
afinidad por & receptor

1.2.7. DESCUBRIMIENTO: TAMIZADO BIOQUIMICO O “SCREENING”

Este procedimiento para el disefo de farmacos esta caraclerizada por las
observaciones hechas de las interacciones entre las plantas, animales, insectos,
microorganismes y animales, asi como de la medicina tradicional de las culturas
indigenas. Es asi como para llegar &l compuesto captopril se partid de peéptidos .
antihipertensivos encontrados en el veneno de serpientes. >

Los mejores ejemplos son kos antibidticos, muchos de ios cuales fueron oblenidos
apartir de los cultivos bacteriano por este proceso, el cual se basa en la observacion de
las relaciones de competicion entre bacterias por los nuirientes del medio de cultivo o
por el lugar que quieren colonizar, de tal manera que cualquiera de estas secreta
sustancias que van impedir el desarrollo de la otra, dentro de estas sustancias se
secretan los antibisticos. "%

1.2.8. DISENO: LIBRERIAS QUIMICAS.

De una gran cantidad de compuestos existentes ({1-10 billones de compuestos),
que se encuentran en bases de datos y de los miles de compuestos que cada mes son
sintetizados se pueden crear una gran variedad de compuestos quimicos. Mediante a
introduccion  de grupos funcionales a una motécula con la ayuda de computadoras se
puede apoyar a los estudios SAR para obtener compuestos que pudieran mejorar en
sus propiedades farmacologicas a los ya existentes. Ademas se pueden realizar la
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siﬁesismnnsafdemagmwﬂidaddewmweﬂosy_evduasewacﬁvﬁad
biolégkacmayudadebsmétodosdesintesisdelamconwauim
Combinatoria, que es la sintesis quimica de compuestos en soporte por meétodos
automalizados.% 2%

1.2.9. GENOMICA, TERAPIA GENICA, PROTEOMICA.

AbtagodelsigloXXsehanlogmdograﬂesavmsentamprensiéndelas
bases genéticas de los fendmencs biokdgicos. La biologia molecular de los acidos
nucleicos (ADN y ARN) tuvo un desarrollo vertiginoso, y en alrededor de 50 afnos
mdelawnnatﬁbnbﬁmdewnaﬂrdezawimiw(hdoblehéﬁce)ala
secuencia completa de los cromosomas humanes. Sin embargo, el Proyecto Genoma
Hmmmqesaﬂaséb‘eiﬁnddpi@b’.mmddgamﬁ%mwmo
de datos muy valiosos, pero absolutamente estatico. Pensemos por ejemplo en dos
células de un mismo individuo, una hepatica y una nerviosa, ambas poseen el mismo
gama,sherrbago,esobvioq:emﬁmgmndesdﬁererﬂasﬁ:ﬂonatesy
estructurales. Estas diferencias no pueden ser explicadas por su genoma.

Con e uso de algoritmos computacionales el proyecto intemacional (enoma
Humano (HUGO) y la compariia Celera Genomics anunciaron que habian secuenciado
de! 97-99% de los genes que comprenden e genoma humano.

Selogﬁdamgmpasomelmmde!avidaTeéﬁcaTemetenermstoda
la informacion para “crear” un hombre a la carta: sin enfermedades, biologicamente
aﬁo,ﬁsimieremnso,hmgevo.Paoadomesbdo,yaqmsobmlaﬁsta
de materiales. No hemos terminadc de comprender la vida y algunos ya se apresuran a
qwrerpgaasadoses.ﬂsd:amégenwdﬁcapaa‘fpdeimmstaaymadoa
entender un poco mas lo maraviloso, coordinado, compieo y lo perfectamernie
aq:&ﬂadaq;eeslasirﬁmﬁadelavﬂaEspmmqmlmWiM,elpadedela
Oveja Dolly se negé a la peticion de clonar pessonas que hablan muerto y sus familiares
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qum’mtarerbsdemevo.Seregépmqmmsabialasrepemsiaresqetaﬂﬁala

clonacién.

En o lenguaje cientifico ultmamente son muy abundantes los denominados
“omas®, es decir, términos conceptuales entre los que podriamos destacar genoma,
transcriptoma, metaboloma y proteoma. En realidad, con ellos se trata de desaribir los
diferentes niveles de andlisis con los que se puede abordar el funcionamiento de
nuestras células, 6rganos, tejidos u organismos. De este modo, el genoma (constituido
por ADN) es el conunto de genes. Una parte de esos genes se franscriben en forma de
ARN mensajero, cuyo conunto seria el transcriptoma. Los ARN mensajeros codifican la
sintesis de proteinas y €l conjunto de todas las proteinas obtenidas directamente o tras
diversas transformaciones constituye el proteoma, mientras que el térmmno metaboloma
se reservaria al conjunto de los diferentes metabolitos existentes con diversas
naturalezas quimicas.

La Genética trata de los mecanismos de la herencia, que se expresan a fravés de
los genes. La GenGmica, -precisamente, trata de conocer la naturaleza intima de ios
genes y su funcionamiento. Sus logros estan y estardn, en gran parte, intimamente
ligados a los del Proyecto Genoma Humano, con la identificacion y secuenciacion de
nuestros alrededor de 40.000 genes, lo que, sin duda repercutird muy favorablemente:
en numerosas facetas relacionadas con nuestra vida, ambiente, bienestar, salud o
enfermedades.

Sin embargo, las proteinas son las verdaderas expresiones funcionales del
genoma, de los genes. Y los conocimiertos actuales hacen insostenible lo que fue
denommado como uno de los dogmas de |a biologia, es decrr, a idea de un gen-una
proteina. El mundc de las proteinas nos estd apareciendo como un mundo
cuantitativamente (y posiblemente, cualitativamente) mayor y mas compiejo que e de
los genes y, ademas, atn nos es bastante desconocido. Ante una situacion concreta,
muchas veces no sabemos cudles son las proteinas que se expresan, como se
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cuantifica esa expresion, ni las consecuencias que sobre la misma ejercen diversas
modificaciones posibles de sufrir por parte de una proteina original que la lleva a
convertirse en diferentes modalidades de esa profeina con funciones muy diversas. Por
otra parte, cada vez es mas evidente, que una misma forma de proteina en un ambiente
bictogico determinado, puede tener una funcion que sea muy diferente a la que ejerce
en otro ambiente distinto. 27

£n el articudo “Proteomics in Genomeland™ publicado en el mianero 16 de Febrero
del 2001 en la revista Science Stanley Fislds del Howard Hughes Medical Institute
escribe: “En &f pais de las maravifias de secuencias complelas, quedan muchas cosas
que el estudio gendmico no puede hacer, y es por esto que ef futuro pertenece al
estudio pretebmico, ef cual es mucho mas compiejo que ef anafisis lineal del ADN de los
genes., ya que su anéfisis debe flevarse mucho mas afii. Los estudios protedmicos
incluyen ademds de fa identificacién y cuantificacion la importante labor de determinar
su focalizacién, actividades, iferacciones, modificaciones y en iffima instancia su
mm_.zs

Por tardo, ia situacion es que estamos comenzando a descubrir como, desde un
cierto ndamerc de genes se puede producir un NUMero mucho mayor de proteinas y
comenzamos a comprender que los mecanismos de modificacion postraduccionales
{tras su biosintesis) de las proteinas tales como su fosforilacion, glicosilacion,
polimerizacion, eicétera, afectan a aspectos esenciales de su funcionalidad. Y
desconocemos casi totalmente aspectos tan importantes sobre la funcionalidad de las
proteinas como son las influencias medicambientales o las relaciones multigénicas que
subyacen en la mayoria de las enfermedades o en fendmenos como el del
envetecimiento. Todo ello no podria aclararse por el mere examen y conocimiento del
genoma.
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Para muchas personas quiza supusc una decepcion saber que "solo” poseemos
unos 40.000 genes, unm]mromrrumomyorqmeldeotrosorg@isnmmudmmés
inferiores. Para tales personas podria serles de consuelo conocer que la relacion entre
ndmero de proteinas y genes es solo de 1:2 en bacterias, de 1:3 en levaduras, algo mas
superior en organismos intermedios, pero en los humanos ese namero es mucho mas
elevado, posiblemente en el rango de 1:6 6 1:8.

Es, pues, evidente que tenemos que ir mas alla del genoma. Ya comienza a
hablarse de que estamos entrando en la era postgendmica y algunos cientificos
manejan e término de operomica, como el conjunto de abordajes de estudio a realizar
durante todo el trayecto que va desde el ADN, pasando por el ARN, hasta las proteinas
y el andlisis molecular y celular de sus funciones.

Posiblemente quede fijada la fecha de abyil del 2001 como la det nacimiento del
Proyecto Proteoma Humano (PPH), coincidente con la primera reunion intemacional que
se celebré para presentar a HUPO, es decir, la organizacion mundial creada para
coordinar y estimular todos los estudios protedmicos que se pretenden integrar dentro
del PPH. Como presiderde de HUPO se eligié a un prestigioso cientifico, el Dr. Sam
Hanash, un picnero en la protedmica del céncef, con contribuciones cientificas muy
valiosas que van desde desarrollos de complejas tecnotogias analiticas, construccion de
bancos de datos de las expresiones proteicas, integracion de datos genomicos y
protebmicos, hasta ciertas aplicaciones clinicas como las posibifidades protedmicas en
la clasificacion de las enfermedades, en el desarmrollo de nuevos medicamentos o en el
descubrimiento de nuevos biomarcadores aplicables al diagnéstico precoz del cancer.

Partiendo de la realidad inicial de que las organizaciones ya integradas en HUPO
cuentan con méas de mil millones de dolares de financiacion, el primer congreso sobre ef
PPH logrd establecer una serie de cbjelivos mas o menos generales para ser
cumplimentados, entre los que destacan crear un Catalogo general de proteinas
humanas, en el que se incluyan todas las variantes posibles para cada proteina
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También se estimulara el conocimiento de las interacciones entre proteinas y proteinas
o entre proteinas y 4cides nucleicos, sin olvidar las investigaciones para descubrir los
mecanismos que goblernan los niveles relativos de expresion y las formas de esa
expresion de las proteinas de cada tejido u 6rganc en situaciones de salud, enfermedad
o terapia.

Existe la seguridad de que la Protedmica serda muy relevante en la proxama y
esperada Medicina molecular individual, ya que casi todos los medicamentos 0 son
proteinas o ejercen sus acciones a través de proteinas. Ademas, las funciones o
disfunciones de las proteinas ligadas a las diversas patologias, si como sus sistemas de
participacion, frecuentemente dependen de sus modificaciones postraduccionales, por o
que no estan directamente codificadas por el Genoma. Por ello, [a Proteomica sera la
tecnologia fundamental para lograr convertr los avances genGmicos en una
comprension mas profunda de la naturaleza de las enfermedades y de los modos de
combatirlas.

En suma, comienza la era Postgendmica, y se inicia basada en-ia esperanza de
los inmediatos e importantes logros de la Protedmica. =7

1.3. DEFINICION Y OBJETIVOS DE LA QUINICA MEDICINAL
Considerando una definicién etimoldgica la quimica medicinal es una rama de la
farmacologia: ciencia que estudia los farmacos (pharmakon + logos). En este sentido la
Quimica Medicinal trata del disefio y produccitn de compuestos que pueden ser
usados, tanto en animales como en humanos, para fa prevencion y tratamiento de
enfermedades. Estudiando los compuestos existentes, tanto de sus propiedades

biokogicas como de los estudios de relacion estructura-actividad.

La Comision Especializada JUPAC dic una definicion temprana “La Quimica

Medicinal trata det descubrimiento, desarrollo, identificacion y la interpretacion del modo
de accidon de compuestos con actividad bioldgica a escala molecular. Aunque no esta

-18-



restringido a entidades de origen sintético, ya que también incluye el estudio de
_ compuestos bioactivos, productos metabdlicos y de sus farmacos relacionados.” 372

Esta definicion se expande constantemente como resultado de nuevas ideas,
descubrimentos cientificos y de aparatos mas sofisticados. Por lo que tratarla de
encerrar en una definicién seria limitarla y la ciencia no limita.

La Quimica Medicinal es una ciencia interdisciplinaria y multidisciplinana situada
en la interfase de la quimica organica e inorganica con las ciencias de la vida tales
como bioquimica, farmacologia, biologia molecular, toxicotogia e inmunologia por una
parte; y por otro lado con disciplinas en las que se basa la quimica tales como
fisicoquimica, cristalografia, especiroscopia y tecnologia computacional (como el uso
de librerias quimicas asi como de programas de disefio molecular)

Originalmente la Quimica Medicinal soio realizaba modificaciones a moléculas
pequefias y su estudio se limitaba solo a ellas. En la actualidad es mucho mas compieja
que eso. Se ha visto beneficiada y ha logrado avance s significativos en la construccion y
sintesis de moldculas mas complejas gracias al progreso en los procesos de sintesis
organica (ej. Reacciones estereoselectivas, nuevas reacciones de acoplamiento C-C,
técnicas de separacion cromatografica més sencillas, quimica combinatoria, sintesis
automatizadas, eic.) asi como en fo relativo a las técnicas de kentificacion estructural
(ej. High-field NMR, cristalografia de Rayos X, HPLC, eic.).

Para o obtencion de nuevos principios activos, se puede partir de cualquiera de
los puntos mencionadss en el esquema 1. La eleccion de una fase dependera de la

informacion yfo de los medios con que se cuente.*

La fase inicial es seguida pof ciclos de determinacion esfructural auxliados de la
cristalografia de rayos X, por Rescnancia Magnética Nuclear, Modelaje Molecular,
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Sintesis Quimica y de verificacion experimental tanto a escala bioldgica como
biogquimica.

| FASE INICIAL |

«Datos biblograficos sobre las estructuras de compuestos tanto naturales
cosno sintéticos, utilizados contra algin padecimiento en particular.
-identificacitn de ta motécula receptora (proteina) seguida de la purificacion y
producciin de [a proteina.
-Determinacion de la estructura de la proteina blanco.

Disefio y desarrolo de  ensayos para monitorear la whibicion o activacion de
ia proteina bfanco.

-dentificacién de la mokécula lider.

FASE Clctlca

Probar be pussios (i Esiructura del recepion en complejo con
o @ in wiro) I_:> mokécula inhibidora o aclivadora

Sinbonsis de s Sodeiaje molecular ¥ refinamicnio de
molécuta lider.

comp egoa. K1

Esquema 1. Etapas en ef desanotio de Famacos

1.4. DISENO DE FARMACOS ASISTIDO POR COMPUTADORA (DFAC).

El disefio de farmacos auxiliados por computadora es de las més nuevas estrategias
wilizadas dentro de la quimica medicinal. Esta disciplina es mejor conocida como
Modelaje Molecular. El uso del supercomputo para el desarrollo de nuevos principios
activos, puede aplicarse practicamente a cualquier molécula activa de la cual se conoce
su efecto farmacolégico aunque no necesariamente se conozca su blanco molecular
(receptor, canal ibnico, enzima, proteina de transposte, etc ). En la practica el disefio o
modelaje molecular sigue dos estrategias:



1) Disefio Directo de Sustancias Activas (DDSA)
2} Disedo indirecto de Sustancias Activas (DISA)

El DDSA se puede considerar cuando se
conoce {a estructura fridimensional del blanco
macromolecular  (Fig.11) ta  quimica
computacionad esta capacitada, fundamentada
~ Jen e conocimiento de lk estruchua
J tridimensional obtenida por cristalografia de
8} Rayos X, para construir la macromolécula, Ef

_ = sigiiente paso es optimizar tanto el farmaco

“a‘ dlegido como la mokcla blanco y la
m:wmu inleraccion entre ambos, buscando la

geometria mas esiabie y 2
complementariedad edecironica endre
ambos, ligando-receptor (Fig.12) La
conformacion del ligando puede modificarse
% 0 bien ésle puede ser sustitido por otro u
ofros, a manera de tamizado, para buscar
fas condiciones mas favorables de
mnleraccion (puentco) Este procedimiento
se ha visto favorecido de forma muy
R B importante por Jos avances en o
FIC. 12 Farmacs iskeraccionamco com su recephor conocimiento de tas estructuras
tricimensionaies de los receptores, logrados por ta Proteémica y el Proyecto Proteoma
Humano.

Et DISA se apifica o se considera cuando se desconoce 13 estructura tridimensional
del blanco macromolecidar. En este caso lo que se hace es fevar a cabo una
cmnpaadﬂneﬂhennﬂndasqusﬁunnencumﬂnuneﬁxt:osa1ﬁgrdbsequmﬂhns
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para un determinado receptor o enzima. De tal manera que este estudio nos revele una
serie de datos moleculares sobre los compuestos y la relacion que pudiera existir entre
estos para que determinado compuesto presente actividad biclogica, aunque existan
aparentes diferencias quimicas. El objetivo es determinar el farmacdforo.

En ambos casos la modificacién de los principios quimicos, se realiza
manteniendo el esqueleto base. Los quimicos médicos o farmacéuticos medifican todas
las posiciones que son susceptibles de cambiar, ya sea afiadiendo diferertes grupos:
anillos, cadenas alifaticas; sustitucién de enlaces sencillos por dobles y viceversa; o bien
por la sustitucién/eliminacion de atomos de haldégenos.

En este juego de ensayo-emor hace aparecer toda una gama de moléculas, al
mismo tiempo que se establecen un conjunto de relaciones cuantitativas entre las
propiedades fisicoquimicas y la actividad biologica.

Algunas de las propiedades que se pueden obtener apartir de la Quimica
Computacional se muestranen el cuadro 1.

Longitud de enlace, angulo de enlace, angulos

torcionales, estados de transicion, estruchura
tﬂnensma n‘ien'netﬁanosderaacuén distancias

DATOS GEOMETRICCS trats ¢ farmacof6ricas,

Ene:ujarrueu.iar calores de formacidn, entropia,
. . energia de activacion, rutas de reaccion, poblaciones
PARAMETROS TERMODINAMICOS | conformacionales, energias de solvatacén, energia

potencial de superficie.

Energias de asociacion, sitios de unidn en

INTERACCIONES MOLECULARES léculas, pka's, reglas de Woodward-Hoffi

Dlst'hmndemrga,nmefmcﬁaob potencial de
PROPIEDADES ELECTRONICAS jonizaci6n, afinidad electrénica, afinidad protonica,

polarizabilidad.
PROPIEDADES DE TRANSPORTE Lposohhhdad volumen molecular, area superficial

PROPIEDADES Fmran::a vibracional, ntensidades Raman e

Infrarrojo, energias de excitacion UV, coeficientes de
ESPECTROSCOPICAS o
extincién.

Cuadro 1. Propiedades que se pueden obtener apertir de estudios de Quimica Computacional




La contribucién del DFAC, en la obtencin de compuestos lideres, es en
ocasiones limitada. Debido a que kos estudios de modelaje molecular solo identifican
nuevas moléculas o kgandos a partir de compuestos o sistemas bioldgicos ya
conocidos. De la misma forma que los estudios QSAR solo optimizan apartir de una
serie de paramelios de compuestos ya descubiertos. No obstante, el DFAC presenta
varias ventajas:

- Puede expliwlafaltadeacﬁvidadded&osaﬁbgosdedetefminados
wmnestosadhos.Elcancﬁnierﬁodelaeshwuaodedeﬂosparérmms
eledr&ims,petrﬁimexplmlapocoomiaacﬁvidaddeomwslos,bwal
es un factor que implica la reduccién de costos por la disminucion de
compuestos a sintetizar.

- Puede discriminar o hacer la diferencia entre esterecisémeros. La
esmreospedﬁddadesundebsprhdpalesfadoresacmsidemrenma
interaccidn farmaco receptor.

- Puede distinguir entre antagonistas y agonistas. Esto es refativamente sencilio
paabsatagmiﬂasbsaﬂes,deauﬂﬂoatateuiademias's,qndice
q:esep.nedediaﬂ'elmﬂelieagmistaporlaaddm&alglnos
anilios aromdticos suplementarios, los cuales participan en la union a sitios
adicionales. Es menos evidente cuando se busca el antagonista apartir del
agonista.

- Einndelaienﬂeaﬂapuedeayudarnosapededfmmmsméspdentes
oq;aﬁrdempmﬂosyae:dsteﬂeso,bq;eesammejor,ayxmmsa
elucidar moléculas completamente nuevas.

Loqntadetenrindoeléxiodehwinﬂwnedicinlessindudaelespiﬁmde
mﬁoalhnerﬁaﬁnquaeﬂsﬁdoaﬁelasdhersasmsdehcbmiaapaﬁrdebs
avances obtenidos en cada una de estas, ko que permite optimizar los recursos
materiales y humanos en aras de la cienca.



1.5.MODELAJE MOLECULAR

B término modelaje molecular se aplica al conjunto de métodos que pretenden
predecir {as propiedades y el comportamiento de los sistemas quimicos en forma
numérica apoyandose en emtomnos graficos, para la manipulacion de moléculas,
andiiados principaimente de métodos computacionales. El objetivo fundamental es
eqﬂtarbsﬁm&nansquhﬂxsob&rwxbsene!hhaamﬁoypnnhcipnphﬁaks
moleculares que ain no han sido observadas, todo efio recurmiendo a modelos tednicos
que permitan resolver las ecuaciones planteadas en los modelos surgidos de la
aplicacion de un determinado sistema de leyes fisicas fundamentates a los sistemas
moleculares. 2%

El modelaie molecular es una técnica relativamente nueva de estudio de fa retacién
enmehiesnxtﬂanxkxubryks|mqﬁa&xbsquhﬁuﬁ:naﬁu&ﬁpkasdek!nﬂEﬁa
LaIxne:k!rnodaadonmiealarese!usodb:nﬂndoscnn;mtmimuﬂes;anashujan
enﬁqic:nedaﬁlaeﬂhxmrahiﬁmemﬁum!yIaspﬂxiahdbsﬁﬁuxpmnba;deks
moléculas, con la ayuda esencial de métodos graficos. Estas écnicas se inscriben
dentro de ta que recibe el nombre de Quimica Computacional 23

La quimica computacional est2 compuesta de dos grandes 4reas basadas en
nﬂxﬁﬁosﬂsmnsdhinks_Porunapane,k!nnmshanu:énka|nohuuﬂarquesebasa
en ka mecanica clisica, considerando a los
atomos como particulas puniuales y rigidas
(dotadas de masa y carga) mreraccionando
unos con obos mediante enlaces que se
asemejan a resortes, Bl modelo matemdtico
que explica la deformacion de ios resories,
puede emplearse para describir la capacidad
de los enlaces de estirarse, doblarse y girar por
medioc de funciones ciisicas de energia
potencial (fg. 13) 2

IMTERACCIGMES DE MO BMLAGE

Fig. 13 Fuarzas isvolucradas en ios entaces anire
Sormos
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Por otra parte, tenemos los métodos de estructura electronica que se basan en
la aplicacion de la Mecéanica Cuaatica a los sistemas atdmicos y moleculares,
denominada Quimica Cuantica.

Tanto la Mecéanica Molecular (MM) como los Métodos de Estructura
Electronica (MEE) permiten calcular un conjunto basico de propiedades, cuyos
exparerﬂesmasdedawdossmlaena@ademdetaﬂnadomeglodenddeos
(conformacién de una molécula), la geometria dptima de un sistema motecular (es degir,
el arreglo geométrico de los nucleos considerados que proporcione la energia mas baja)
otras propiedades moleculares como pueden ser, por ejemplo, las frecuencias
vibracionales y el momento dipolar. =%

Los distintos métodos dentro de la MM comparten el hecho general de basarse
en las mismas leyes de la fisica clasica. Se diferencian en:

(a) El tipo de ecuaciones que definen como varia la energia potencial de una
molécula con la geometria de sus atomos componentes;

(b) El tipo de los &tomos, entendiéndose por ello las caracteristicas que
definen a un 4tomo de numero atémico dado en el entormo molecular en
que se encuertre (con lo cual, por ejemplo, un oxigeno carboxilico no es
equivalente necesariamente a uno acohdlico),

{c) En el conjunto de parametros que ajustan las ecuaciones aplicadas a los
atlomos definidos por su tipo, a los valores experimentales (o calculados
por otros métodos) que se emplean para la parametrizacion. Estos fres
componentes definen lo que se conoce con el nombre de campo de fuerza
y definen compietamente un método de MM. >

Los MEE, como mencione anteriormente, emplean la mecanica cuantica en
lugar de la mecanica clésica, para estudiar el comportamiento de nicleos y electrones.
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tos MEE se dividen en tres grupos principales en funcion que no usen mas que
las constantes atomicas fundamentales o empieen datos experimentales para
paranetrizafpartedeIosc:élaﬂos.TodosbsMEEsebasanmelplaﬂeoysoiudén
aproximada de la Ecuacién de Schrodinger. Estos métodos son:

1)Abﬁ1iﬁo:Enesmsnémdossep'etmder&sdvataewadéndeSdlr6dmger,
incluyendo en los calcudos todos los electrones de valencia. Tienen & inconveniente
de ser métodos muy costosos desde el punto de vista computacional v,
consecuentemente aplicables s6lo a moléculas muy peqguedias. El factor limitante en
estos métodos es el tiempo necesario para cakular el gran nimero de integrales
bielectronicas sobre funciones de base yfo para transformarias en integrales sobre
orbitales moleculares.

2) Funcionales de la densidad: La teoria de funcionales de la densidad presenta
umaﬂarﬂivapaaeshﬂiardestadobaaldebssiﬁanasmiaoscépims.&eﬂa
teorfa se trabaja con la densidad electronica, la cual es una cantidad mas simple que
las soluciones de la ecuacion deSchroedinger. Sin embargo es importante recalcar
que ésta es una teoria de estados basales.

3)Saniampﬁcos:Losnﬁtodosdemmm,porelm,son
aplbab&esagandesnnléwlas,puom&mmamtaenfamaexpﬁcﬂala
estructura electrénica. Consecuentemente, es necesario encontrar alguna
netodobgiaimamediaqnpanﬁtahatarhmmdehsmlas
pa‘oenmnmapromada,ﬁnmswstososreqﬁsitosdebsmémdosabmiﬁofste
camino det medio o proporcionan en cierta forma los métodos semiempiricos. Para
la obtencion de energia se emplean aproximaciones, considerando tan solo los
orbitales atoémicos de valencia. En estos métodos se incluyen dentro de los calculos
valores parametrizados cbtenidos experimentaimente.



CNDO: Complete Neglect of Differential Overtap, mayormente en desuso
INDO: Intermediate Neglect of Differential Overlap, sobrevive con dos
parametrizaciones diferentes,

INDO/1 para geometrias {no usada frecuentemente) e INDOSS parametrizado
para reproducir propiedades espectroscopicas, sobrevive mayormmente en la
version de Zemer, ZINDO/S

MINDO: Modified Intermediate Neglect of Differentail Overtap, actuaimente en
desuso

MNDO: Modified Neglect of Differertial Overlap, actualmente en desuso
excepto cuando no existe parametrizacion especifica en los métodos mas
modemas

AM1: Austin Model 1, uno de los dos métodos mas modemos et uso, debido
a Dewar

PM3; Parametric Method Number 3, el segundo de los dos métodos mas
modemnas en uso, debido a Stewart

Es dificil decidir cual de estos es el mejor, ya que esto depende del sistema a
estudiar y la informacion que se deses obtener. 2>
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2
INMUNCFARMACOLOGIA
2.1 INTRODUCCION

El termino inmunidad deriva de la palabra latina immunitas, e cual hacia
referencia a ciertos privilegios que tenian los senadores romanos durante e desempedio
de su cargo, tales como librarlos de diversas obligaciones civilkes o procesamientos
legales (algo parecido al fuero de nuestros legistadores). Se le atribuye a Tucides (siglo
V a.c.) el uso del vocablo. Aunque es muy probable que el concepto haya existido
mucho tiempo antes, tal como ocurria en el tratamiento de la viruela en la antigua China.

La inmunologia ha sentado sus bases a través del tiempo en la capacidad de
observacidn y manipulacién del sistema inmunolégico bajo condiciones controladas. Tal
como realizé Edward Jenner y sus estudios que sentaron las bases de lo que es la
vacunacion, mediante su tratado Vaccinus (1798)

En el transcurso de las dos Ultimas décadas del siglo XIX, gracias a los
descubrimientos de las bactenas infeccicsas realizados en Paris por Pasteur; a los
realizados por Elie Metchnikoff {(1882) sobre la inmunidad celular; a los estudios llievados
a cabo por Emil Fisher y Paul Ehrlich sobre los receptores celulares; asi como a la
consecuente ampliacién de la eticpatogénesis de las enfermedades causadas por
microorganismos infecciosos, ayudaron a la individualizacion y a la comprension de los
fendmenos inmunoldgicos. Metchnikoff y Ehrdich compartieron el premio Nobel de
Medicina en 1908 por sus investigaciones, Ehrlich fue unc de los primeros en propugnar
la importancia de la inmunidad humoral en los mecanismos de defensa. De esta manera
se pudieron desamollar nuevas estrategias terapéuticas, como la produccién de vacunas
atenuadas (L. Pasteur, 1880}

Desde entonces hasta ks afies 50 y 60, los conocimientos del sistema

inmunitario del hombre se han ampliado enormemente con la formulacidon de la teoria de
la seleccidn clonal y con &l descubrimiento de las inmunodeficiencias humanas (N. Jeme
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y F. Bumet, 1955-57) asi como de los descubrimientos importantisimos socbre ia
estructura y sintesis de las moléculas de anticuerpos (Porter, Edelman y Nisonoff; 1959)
para cudmiar con los descubrimientos sobre el Complejo Principal de
Histocompatibilidad (MHC), llevados a cabo primero por Hugh O. McDevitt en la
Universidad de Harvard durante los afios sesenta y posteriormente a los realizados por
Peter C. Doherty y Roif M. Zinkemnagel (1976}, galardonados con el premio Nobel de
Medicina 1996.

En las décadas comprendidas entre 1960 y 1980 se dio un progreso mportante
en lo relativc a la mmunofarmacologia, abriendo interesantes perspectivas para [a
terapia de las inmunodepresiones, para el control del rechazo de los transplantes, para.
la lucha contra las enfermedades autoinmunes y las neoplasias.

E! descubrimiento y el esclarecimiento del papel de las citocinas asi como el de
las hormonas timicas; han conducidc al empiso de éstas en las terapias inmunologicas,
primerc de manera experimental y luego a gran escala. Asi se llegd a la obtencion de
lisados bacterianos y a la produccion de hormonas timicas suministrables por via oral o
parenteral.

Paralelamente a estos tratamientos han surgido en kos Ultimoes afios ofras formas
de terapia, que han conseguido algunos resuitados alentadores en e hombrs. El
instituto Nacional del Cancer en Estados Unidos de Norteamérica elabord en 1983 un
vasto programa para el estudio de las sustancias dotadas de actividad inmunclogica,
dicho programa es el de Modificadores de la Respuesta Bioldgica (MRB). En un principio
fue dirgido como una terapia altemativa para individuos con cancer, pero se sabe que
muchos de estcs compuestos potencializan los mecanismos efectores y/o reguladores
de la resistencia infecciosa. Estos agentes son tanto de origen natural endégenos y
exdgencs, como productos sintéticos.

Tales productos de sintesis han traido la importante ventaja de una mayor
pureza, fundamento de una actividad biologica constante vy de una evaluacion mas



precisa y mas agil de os parametros farmacocinéticos y farmacodinamicos, asi como de
una mayor reproduccion de los resultados.

2.2 INMUNOLOGIA: ; COMO OPERA LA INMUNIDAD?

La respuesta inmunciogica representa una serie de ventajas selectivas que
permiten a jos ompanismos detectar, confinar y eliminar tanto microorganismos
fallas en este sisterna pueden conducir a infecciones graves y/o algin tipo de cancer.
Por cira parte, las fallas en su regulacion pueden ocasionar el desamollo de alergias
graves ¥ enfermnedades autoinmunes.

La respuesta nmmumnoldgica (IR) comprende dos grandes ramas:
a) hmunidad hnata o inmunidad natural, o bien Mecanismos de Defensa
inespecificos (MDL)
b) imunidad adquirida o Mecanismos de Defensa Especificos (MDE).

Microorgarnismo
|
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a) La primera aparecié en el proceso evolutivo mas tempranamente y es muy probable
q.:abhidaacmmwuidénhxﬂspensdﬂepaalafumadﬁndebspﬁmems
organismos multicelulares. Esta inmunidad innata involucra barreras mecanicas, y
quimicas de ia piel y mucocsas (Fig. 14)

1)

2)

3)

Dentro de las barreras mecanicas se encuentran la tos, e estomudo, el movimiento
peristaltico del intestino, la misma piel, la mucina producida por las células
calciformes del tracio respiratorio, las vibrizas que detiene las particulas cuando
respiramos.

Produccion de sustancias como la lisozima (en la saliva) que rompe los enlaces B-
1,4 del acido muramico de las bacterias Gram positivas. Produccion de acidos
grasos como e acido undecilico que acta como fungicida y el acido oleico que
actia como bactericida (producidos por las glandulas cebaceas). En el alvéolo el
pneumocito tipo Il produce unas sustancias surfactantes, las cuales por ser lectinas
activan la cascada del complemento. En el tracto digestivo se producen el HCI que
desnaturaliza profeinas, el jugo gastrico, las sales biliares que tienen un efecto
saponificante de la pared bacteriana (&cido taurocolico y glicocolico), defensinas; que
son péplidos antimicrobiancs y citotéodcos que son producidas por ias criptas. En el
mismo fracto digestivo tenemos la microflora que secreta el acido lactico que impide
la profiferacion de otras colonias bacterianas por el cambio de pH, producen
bedaiddinascunddascampahasopafuirasyacpeaddmpmnmiendola
lisis de ofros microorganismos.

Un mecanismo de gran refevancia no especifico es el fendmeno inflamatorio que es
originado cuando existe un dafo tisular ocasionado por cualquier agente fisico,
quimico o biokdgico, tiene como finalidad reparar el tejido funcional afectado. consiste
en una vasodilatacion con salida de liquido y células de defensa como leucocitos,
neutréfilos y monocitos a los tejidos de los cuales fagocitan y eliminan a los
microorganismos. Al haber dafio tisular queda expuesta la coldgena lo cual va dar
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4)

S)

6)

lugar a la activacion de diferentes cascadas. De manera sucesiva. La cascada de
coagulacién activa por medio del factor Xlia a la cascada de las cininas, la cual a su
vez activa a la bradicinina que es la responsable de activar a la célula cebada para la
produccién de diferentes citocinas como IL-1, IL-3, TNFa, factores quimiotacticos de
eosinofilos, de neutréfilos y de plaquetas; asi como de otras moléculas como
prostagiandinas, tromboxanos, prostacidinas y oxido nitrico que desencadenan y
potencializan la inflamacion

Produccién de interferén (INF), e cual sive para impedir que en las células
infectadas por virus, se lleve a cabo la replicacion viral. No impide la infeccion sino
que impide la replicacion viral dentro de las células infectadas. El INF que se produce
en los MDI es de tipo | que incluye al INFa y al INFp.

En los Gltimos afos han tomado una gran importancia ef estudié de un tipo especial
de células conocidas como células NK (del ingles Nafural kiffier) que participan en la
eliminacién de cSluias infectadas por virus y de célutas aberrantes inchuyendo las
neoplasias.

Otras células importantes son las Células dendriticas (CD) que participan tanto en
los mecanismos especificos como en los no especificos. Estas reciben el nombre de
Células de Langerhans cuando se encuentran en la piel. Estas células se conocen
como “centinelas™ por ser las que presentan el Antigeno (Ag) a los linfocitos, ya que
estos ademds de no tener |la capacidad de reconocer al Ag si no es antes procesado
palasCD'smseerunnhmmlossiﬁosdmdamﬁaosem:entrae&Ag,ysm
tas CD’s quienes llevan el Ag a los linfocitos (L$) T virgenes y de esta manema
montar la respuesta inmune. Se sabe que las células dendriticas son de 100-1000
veces mejores presentadoras de antigeno que los macrifagos (M$) y son de las
principales células de la respuesta secundaria (de memoria).



7)

8)

Se ha observado que existe una estirpe de los linfocites T que participan dentro de
los MDI, estos se conacen como Linfocitos TCR1/y 5, por su receptor de membrana
que reconoce carbohidratos y lipidos. Se encuentran en piel e intestino. Pertenecen
a lo que se nombra como Tejido Linfoide Asociado a Mucosas {MALT).

Sistema del complemento. En & participan una serie de 20 proteinas solubles
activables, 10 proteinas asociadas a membrana (receptores en la misma célula) y
proteinas inhibidoras. Una vez activado promueve el fendémeno inflamatorio y la lisis
de microorganismos. Puede ser activado por dos vias. En ausencia de anticuerpos el
sistema se puede activar por olros mecanismos, como es la Hamada via altema o
por la via de las lectinas, como {a manosa. Sin embargo el sistema del complemento
es mas efectivo cuando se activa pof anticuerpos.

En resumen la activacitn del compiemento se da por:

- Via Alterna: activacion por Lipopolisacaridos (LPS) de bacterias Gram
negativas.

- Via de las Lectinas: activacién por proteinas de unidn a manosa o mananas
(MBL) de bacterias Gram positivas.

- Via Clasica: activacion por complejos nmunes o por fa reaccion Antigeno-
Anticuerpo
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b)La respuesta inmunciégica especifica o adguirkla es méas reciente en la
evolucién de los animales. En la actualidad se considera que su papel es amplificar y
hacer més efectivos los mecanismos de la mmumnidad innata (Fig. 15).

Esta respuesta se inicia cuando una Célula Presentadora de Antigeno (CPA), capta a
éste, en su inderior lo rompe en fragmenios, y los incoipora en las moléculas  del
Complejo Principal de Histocompatibliidad (CPH) gue se encueniran en la superficie de
ias CPA. Estas molécutas son de dos tipos: Clase | y Clase ll. En el caso mencionado
anteriormente, ios péptidos serian presentados en molkéculas de clase |1. Las moléculas
de clase |, presentan péplidos de profeinas virales que han sido rotas en los
protecsomas. Por lo tanto las moléculas de clase | como las de clase il presentan
péplidos pero a diferentes Enfocitos (L) T. Las de clase | presentan los segmentos




antigénicos a los Iinfocitos T citotdxicos CD8 (L¢Tc), y las moléculas de dase Il los
péptidos antigénicos a los L$T Cooperadores CD4 (L$Ty1).
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Una vez que los
L¢ han entrado en
contacto con ia CPA
¥ . reconocen al
péptido umido a la
motécula del CPH, se
reqiere de oA
sefial para activarse
que es dada por ias

molécuias
coestimuladoras gue
se encuenfran tanto
en la superhicie de la
membrana celular de
las CPA como en la

de los L¢. Si todo lo anterior se cumple y los L¢ que fueron capaces de reconocer a
€s50s péplidos unidos a las moléculas de clase | 0 de dase || se dividen y se diferencian
formando io que se denomina una dona. En la figura 16 se observan los diferentes

tipos de infocitos y sus funciones principales.

De los L cooperadores existen a su vez dos subpoblaciones, que se diferencian solo
por las citocinas que producen. La primera subpobiacién, conocida como Tyt {figura 17),
una vez activada va a ser la responsable de la Bamada inmunidad celular, que nos
permiie efiminar a los agentes intracehutares como hongos, protozoarios y micobacterias.

La otra esfrpe celutar de Enfocitos cooperadores (figura 18) es la de los L$ Tu2 los
cuales cooperan con olra esfirpe de L$ lamados infocitos 8 (L¢ B), para una adecuada



produccion de anticuerpos (Ac). Existe un balance preciso y orguestado entre estas dos
subpoblaciones de L$ Ty, lo que permite disfiutar de salud, ya gue un desequilibrio enfre
estas dos puede conducir a enfermedades autoinmunes, irfecciones o fendmenos de
alergia. Las dos subpoblaciones se autommegulan por medio de la elaboracion de
citocinas en forma cruzada, asi Tu1 produce interferon gamma ((FN-y) que inhibe a T2
y a su vez Ty2 produce fiterleucina 10 (IL-10) que inhibe Ty1.

Linkocio ™ D4 viegon
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Fig, 17 Funciones Efectoras de los Linfocios TH1

Una vez que se han completado log procesos indicados anteriormente, la respuesta
inmune especifica empieza a tener incidencia en Jos fendmenos de proteccion. Asi los
Ac son capaces de neulrafizar foxinas, venenos, enzimas, y algunos visus, pero su
accion mas relevante contra bacterias lamadas pidgenas la hacen los Ac en coniuncidn
con las proteinas del complemento promoviendo el fenomenc inflamatorio. Esto
conduce a la salida de leucocitos de la sangre, los cuales Began a siio donde se
encuentran los gérmenes por accion quimiotictica seguida de opsonizacion de ilos
microorganismos y mueste de lkas bacterias en e interior de tas céiules fagociticas, por




accion de sustancias microbicidas oxidardes derivadas de oxigeno y nitrogenc. Algunas
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anticuerpos de igE [ mecanismo  antenior
'gG neutrali- - suficiente para eliminar a los
e o) g %™ gémenes  itracehiares.
N " 2,“.;} ' Para eliminar a estos es
dengsviamﬁm necesasio que los L$’s T, que
reconocen al germen,
Fig,18 Funciones Efecioras de los Linfocitos THZ promuevan e fendtmeno
inflamatorio (via inmunidad cehular), que se puede Bievar a cabo gracias que los Lp T
beran citocinas que hacen esenciaimente lo mismo que en la inflamacion mediada por

Ac y complemento, peso con dos diferencias importanies:

1. Una de las citocinas al activar a los Mé¢ los hace més adherentes y por lo tantc se
quedan en el sitio donde se encuentran los gérmenes.
2. La otra diferencia importanie es que los Mé al aclivarse ahora son capaces de

En resumen podemos decir que la respuesta inmunoldgica adquirida o adaptativa
fiene: ficidad, diversidad ia ializacion y autolimitacion tal
se presenta en el cuadmo 2,
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Pero asi como el sistema inmunologico es capaz de protegemos también es capaz
de causamos dafio, uno de jos Fastormos del sisterna inmunolGgico se conoce como
hipersensibilidad o alergia.

La alergia ha sido clasificada por Coombs y Gel. Dicha clasificacion se basa en los
mecanismos por los cuales se presenta, asi, se consideran cuatro tipos:

Tipode Mecanismmos Mecanismos de lesion

hipersensibliidad | inmunitarios patolégicos histica y enfermedad .

o T T T Mmskocios v sus medkack ( .

ﬁﬁnsemﬂidad i Anbicuerpo IgE Il-laihdts- ¥ sus modiadores ms_
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1. Hipersensibilidad Tipo I: Esta mediada por Ac de la clase Ig E (se les nombra
cuando se presentan en este tipo de hipersensibilidad como reaginas) esta alergia
es la clasica, tal es el caso del choque anafilactico, el asma bronquial y la rinitis
alérgica.

2. Hipersensibilidad Tipo Il. En este tipo de alergias el Ac se encuentra en la
superficie de una célula y puede ser propio (autcinmunidad) o extemno
(hipersensibilidad). La célula blanco en estas condiciones puede sufrir varias
alteraciones:

H. Tipo !l citotéxica: sucede cuando al Ag se le unen Ac fiiadores del
complemento y provocan la lisis de la célula.

Citotoxicidad Celular Dependiente de Anticuerpos (ADCC): En este caso una
célula al ser opsonisada por los Ac y el complemento sea fagocitada o pueda
ser victima de célutas que tengan receptores para los Ac y las maten.

H. Tipo )l Estimuladora: Un sjempio de esta patologia es cuando se
presentan Ac dirigidos contra el receptor de la hormona TSH en las células
tiroideas estmula la produccién - exagerada de las hormonas
presentadondose un cuadro de hipertiroidismo.

H. Tipo H Neutrafizante: El ejempio més comin es cuando existen AC
dirigidos contra los islotes de Langerhans del pancreas que impiden una
produccion adecuada de insulina provocando una hiperglicemia.

3. Hipersensibitidad Tipo ill o Citotoxicidad Mediada por Compiejos Inmunes: Esta
patologia es relativamente frecuente y se va a dar principalmente en infecciones
cronicas o en padecimientos en los cuales la formacién de anticuerpos, sin una
regulacion adecuada, producen dafio en diferentes érganos y tedos, como en
varias enfermedades infecciosas o autoinmunes como el lupus eritematosoc
diseminado. En este casoc se forman complejos antigenc-anticuerpo (complejos
inmunes) en gran exceso de Ag, lo que da como consecuencia que sean solubles
y ante cualquier estimulo que aumente ia permeabilidad capilar estos salgan de



los vasos y lesionen arteriolas en drgancs de gran importancia, como los rifiones,
las articulaciones, la piel y el corazon.

4. Hipersensibilidad Tipo IV, se debe a la produccion exagerada y constante de
mediadores (c#ocinas) derivadcs principalimente de céfulas mononucieares,
linfocitos y monocitos que conducen a procesos inflamatorios cronicos, como las
lesiones en la tuberculosis pulmonas.

Se ha mencionado de una forma muy somera como funciona, que y quienes forman
parte de los mecanismos de dafensa, como nos ha provisto Dios o la naturaleza tanto a
los humanos como a algunos primates de mecanismos que nos hacen menos
susceptibles a los ataques de ciertos microorganismos y ante ciertas condicionss
adversas def medio.

Suponiendo que un dia me encuentro amegiando mi hogar y me corto un dedo con
un clavo ya oxidado; a los pocos minutos, 0 inmediatamente después de que termind de
Tiuir la sangre, e Sistema Inmunoldgico empieza a trabajar para efiminar a los agentes
indeseables introducidos por la herida. En |a escena se encuentran o no tardan en flegar
macrifagos, los cuales no s6io rodean y destruyen a los microorganismos invasores,
sino que también libsran proteinas que activan ofras partes del sistema inmunitario. Esta
répidamspmﬁaoehla&slademtﬁnadaimxﬁdadnaﬁxaiomndosbs
animales poseen un mecanismo defensivo de este tipo, que se cree es la forma mas
antigua de inmunidad. Esta inmunidad fue la observada por Metchnikoff en sus estudios.

Por lo general se basta la inmunidad innata para destruir a ios microorganismos
invasores; si no es asi, los vertebrados contamos con otra respuesta mas. La
i :dad adauirid

Los soldados de la inmunidad adquirida son los Linfocitos B y los Linfoditos T que
opammmnndmﬂe.mmejércﬁo.uknmadadmwﬁaesmyeﬁm



Se tarda sin embargo, varios dias en movilizarta, debido a la complejidad de la
respuesta. Pero la inmunidad adquirida posee una singular peculiaridad, la memoria
immrddgica,wpadtadaparamialadenmraEstauotademecmimnsde
ofigen génico que permiten que los linfocitos del cuerpo reconozcan la inmensa
diversidad de antigenos, aun cuando cada linfocito reconoce un solo tipo de antigeno.
En esencia, cada encuerntro con un mMiCroorganismo invasor imprime una “plantilia”
gensética en determinadas células B y T. A la siguiente ocasién en que el mismo tipo de
invasor salga al paso de estas células, utilizan la plantilla, de tal suerte que la respuesta
se producira antes y con mayor contundencia gue en la primera vez.

Tal vez yo, con el tiempo llegue a olvidar este pequefio incidente pero mi Sistema
Inmunolbgico jamas lo hard ®%

2.3.INMUNOFARMACOLOGIA

La inmunofarmacologia es una rama relativamente nueva de la farmacologia y de
la medicina. Esta ha crecido corforme se han ido comprendiendo los mecanismos por
los cuales el sistema inmunoiégico combate de manera orquestada, cuaiquier agente
extrai®o al organismo y que puede poner en riesgo ta salud del hospedero. Este término
ha ganado aceptacién hasta hacerse de uso comim; para esto tuvieron que pasar cerca
de 50 afos. Para algunas personas la inmuncfarmacologia estudia el efecio de los
farmacos sobre e sistema inmunologico y sus funciones, estos agentes pueden ser de
origen natural: enddgenos y exégenos, o bien productos sintéticos. Otros consideran a
la inmunofarmacologia como la ciencia que trata al sistema inmunolégico con productos
propios del sistema inmunolbgico: citocinas, anticuerpos, linfocinas y ofras sustancias
principalmente proteinas. Para los clinicos, la inmunofarmacologia es una ciencia muy
pmmetedu’amdkaiamimtodeaﬂwndadesdelsistemakmndégco,
principaimente en enfermedades autoinmunes, en reacciones anafilacticas y en
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Considerando lo anterior, se puede decr que !a inmunofarmacologia es la
disciplina de la medicina que se auxilia de fa comprension de las bases celulares y de
Iospﬂndﬁosbquﬁwspmbswdesestaregidod&mhmlﬂaio(snpara
regular la Respuesta Inmunoldgica (RI) para el tratamiento de enfermedades y/o la
prevencitn de estas. La manipulacién del sistema inmunologico es importante para:

A El tratamiento de enfermedades autoinmunes

B. La prevencion y en la terapia efectiva en enfermedades malignas (infecciones
virales, microbianas, micoticas o en fumores).

C. Laterapia de infecciones en pacientes inmunocomprometidos

D. La terapia de rechazo en pacientes con 6rganos transptantados.

Dentro de la inmuncfarmacoiogia se tienen principaimente dos vertientes:

L Inmunosupresion. En la extension de la palabra, él termino se puede aplicar
a cualquier terapia realizada con el fin de reducir la Rl. Aunque se habla de
imumpresiénmbscasosderwmzoamla'ﬁes,enenferm
autoinmunes y en los casos de hipersensibilidad. Por lo tanto se puede decir que
hinunapresﬁesmcesa'iaaamoexistemmspmstambadade:&

- Inmumoestimulacién o Inmunopotenciacion. De manera contraria la
inmuncestimulacién es necesaria cuando el Sl de un individuo se encuertra
disminuida y no se basta para contener algun tipo de enfermedad infecciosa o
algun tipo de cancer.

2.4. INMUNOMODULACION
Un inmunomodulador o Modificador de la Respuesta Inmune (MRB) es una sustancia
qnﬁanh@addaddenmdﬁwlamspnﬁammmmmagaﬂeemafn
alagaiam(daﬂpwdesamagaisminfeccbsoomum).Lacﬁferendam
mavaumymm:mjaduesmelasmesténdisemd&pa‘anndrﬁwla
mmmmmimm,mmm
inmunomoduladores generalmente tienen un amplioc espectro de accitn. Los
hmmmmpnwntenermmisrmdeacciénespedﬁmsobmwalqdef




mecanismo efector del sistema inmunoldgico o varios. Puede actuar como efector o
inductor. Se consideran, de manera general, cinco tipos de inmunomoduladores:

= Citocinas

» Inmunoioxinas

» Adyuvantes

= lmunosupresores

= [nmunoestimulantes.

2.5.INMUNOESTHMULANTES

Con él termino de inmunoestimulantes se describen a una serie de sustancias que
tienen un efecto activador inespecifico sobre la respussta inmunoldgica. Son utilizados
con ol fin de prevenir y tratar una serie de enfermedades infecciosas y de ciertos tipos
de canceres.

Los inmunoestimulantes actiian sobre el sistema inmunoldgico de tal manera que
como respuesta se observa una mejoria en la respuesta, calidad y cantidad de los
mecanismos efectores del S1. En términos generales, promueven la generacion de
monocitos, macrdfagos, asi como de linfocitos T y B a partir de precursores de médula
6sea, de la misma manera estimulan los MDE y los MD1.

Los inmunoestimulartes se pueden clasificar de acuerdo a:
- SUORIGEN:
» NATURALES: Ex6genos o Enddgencs
= SINTETICOS
- SUNATURALEZA QUIMICA:
* PEPTIDOS
= PROTEINAS
* HORMONAS
= MURAMILDIPEPTIDOS
= LIPOPOLISACARIDOS



s VITAMINAS Y MINERALES

* PURINAS Y PIRIMIDINAS

= COMPUESTOS AZUFRADOS
» SELENODERIVADOS.

= POLINUCLEOTIDOS

- SU MECANISMO DE ACCION:
» TIMOMMETICAS
= INDUCTORES DE LA DIFERENCIACION CELULAR, PROLIFERACION Y
SECRECION DE CITOCINAS
= AUMENTAR LA CITOTOXICIDAD

Como se puede apreciar en cuanto a su naluraleza quimica no existe un grupo
mimbodefnho,cmnounemauasaﬂemedades,enlasqme;dstemglpobim
caracterizado de compuestos que describen su accion. Como es el caso de las
Dihidropiridinas, utiizadas en & tratamientc de ja hipertension. Por mencionar solo un
sjempio.

La clasificacion que se propons en este trabajo es de acuerdo a su origen, debido a
que no se presta a confusion,

Endégenos. Dentro de este tipc de compuestos se consideran los que son
sintstizados por e propio organismo para combatir y prevenir enfermedades.
Principaiments se obtienen de extractos de origen animal y en la actualidad se pueden
obtener por maniputacién genética de microorganismos o de cultivos celulares alterados.
El que tengan que ser extraidos de determinados 6rganos de animales como temeras 0
corderos, asi como de cultivos bacteriancs o celulares, representa una seria desventaja
por el tiempo que se requiere para extraerios y purificarios asi como los elevados costos
ded proceso.



Exégenos. Estos compuestos se pueden obtener de diferentes fuentes. Organismos

procariontes, levaduras, hongos, parasitos e incluso de algunos crustaceos. En el

cuadro 4 56 presentan algunos de los compuestos naturales con propiedad

Sintéticos. Basandose en o conocimiento de la estructura quimica de estos
inmunoestimulantes naturales, un gran mimero de andlogos pudieron ser sintetizados.
Por ofro lado, un nimero considerable de sustancias sintéticas se han podido obtener
de forma pura y que han demostrado una marcada adtividad inmunoestimulante. Estas
Gltimas se prepararon con toda intencibn de que presentaran una actividad
inmunoestimularte; y otros fueron preparados sin estos fines, pero con la observacion
clinica se liego a la conclusion de gue podian presentar esta actividad de primera
instancia. En el cuadro 5 se enlistan los diferentes compuestos sintéticos. En los
cuadros del 6 al 8 se muestran las estructuras de algunos compuestos sintéticos.

Al no exdstir una nomenciatura sencilia que describa la accién farmacologica de estas
sustancias que tienen actividad sobre el sistema inmune; la mayoria de los agentes son
dasificados como inmuncestimulantes, a pesar de que la estimulacién ocume en
diferente contexto.®'¥ '



DERIVADOS

- Extracto timico de temero, puede comtener una serie de
proteinas, péptidos y otras sustancias onpanicas.

-Mezcla de fracciones peplidicas menores de 10 kDa
Thymoorgan, Thymostimuéin o TP-t, Thymojed,

Thymibvoval).

- Thymulin 0 Facior Timico Serico (TFS).
Thymopoietin

- Thymopentin (TP-5)

- Factor Timico Humoral (TFH-12).

- Timosinas. Se incluye al Timosin @ Te{, Protimosina o
(ProTo).

CITOCINAS
Factores Estimulantes de
Colonias (CSF). G-CSF (Fiigastrim), M-CSF, GM-CSF (Molgramostim).
INTERLEUICINAS (IL). | IL-1q -1, IL-2, IL-3, B4, IL-5, IL-B, IL-7, L8, IL-9, IL-10,
IL-12.
INTERFERONES (IFN) | IFN-c, IFN-B, IFN-y.
Factor de Necrosis | TNF-a, TNE-B,
Tumoral (TNF)
ENDOGENOCS
DERIVADOS DE
ORGANISMOS
PROCARIONTES - Muramidipeptidos (MDP).de Mycobactenum tuberculosss.
- Lipopoksacaridos (LPS) o bien Endotaxinas. De bacterias
Exractos o ksados del| Gram ().
pared bactesiana - Lipido A y derivados
-Metabolitos - Trealosa-6,6-dimicolato (TOM).
- Bestatin, es un metabolito de Strepiomyces olfvoreficul.
EXOGENOS DERIVADO DE HONGOS | - Glucanas. Son polisacéridos de giucopiranosa con enlace
Y LEVADURAS |3-1,3.Se|:uedmoumﬂ'debvwasm
cerovisiae, S. commnune o de hongos
comestibles como Lentinus eddobes
- Kresti: es obtenido de ka fase miceliar de Corioiss
versicoloar-
- nan o
OTRCS - Quitina

CUADRO 4. Compuestos naturales con propiedades inmunoestimulantes




COMPUESTOS AZUFRADOS.

- Levamisol, Imutiol (Dietil ditio carbamato,
DTC), Cimetidina, Bucilamina, Cisteamina,
Cistamina, Betatina, Pidotimod, Vitaletheine

- NPT-16416, 7 .8-dihidrotiazol (3,2-e)
hipoxantina, Platonin, ADA-202-718

- WY-18251.
- Acido 2-metil-tiazolidin-2 4. dicarboxilico

PURINAS Y PIRBMMIDINAS.

- Isoprinosine, Metil inosin monofosfato (MIMP),
Loxoribine, 8-bromoguanosing, 7-metil-8-
oxoguanosina, 7-tia-8-oxo guanosina,

- Bromopirimina

- 12-aminc-5-bromo-6-fenik4-pirimidinol (ABPP)

- 12-amino-5-cloro -6-fenil-4-pirimidincl (AIPP).

POLINUCLEOTIDOS

" Poliadenilato-uridilato {poli A U).
- Poliinosinato-citidilato (poli I:C).
- Compieio de poli 1:C con poli-Lisina.

DERIWWADOS DE

AZIRIDINA

- Azimexona, Ciamexona, imexona,

VARIOS

- Procudazol, Tucaresol, Amiprilose,
Ubenimex, Roguinimex, indometacina,
imiquimod, Forfenicinol, Lobenzarit, D-
penicilamina, Auranofin, Propagermanium,
Divinil eter anhidrido malkeico (MVE-2),
Avridine, Briostatin 1, Selenoderivados,
Talidomida.

- LF-1695, LS-2616, CP 46,665-1, LS-2616,
AS-101.

- Pipernidinoetoxiacridinas: CL 246,738, CL
259,763.

CUADRO 5. Compuestos sintéticos con propiedades inmunoestimulantes
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CUADRO 6. Estructuras de compuestos sintéticos con propiedades inmunoestimulantes



CUADRO 7. Estructuras de compuestos sintéticos con propiedades inmunoestimulantes
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CUADRO 8. Estructuras de compuestos sintéticos con propiedades inmunoestimulantes
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3
PROPIEDADES BIOLOGICAS DE COMPUESTOS QUE CONTIENEN EN SU
MOLECULA GRUPCS TIOL O DISULFURO (SH/S-S)

En 1951, Guzmén realizé una revision de las miltiples propiedades bioldgicas de

Muchas de los biomoléculas que contienen azufre, pueden existir como un
mondmero, tiol, o en su forma oxidada formando un dimero, disulfuro.

La capacidad de la molécula de azufre en las proteinas, para existir en su forma —
SH o para unirse a otros atomos, es fundamental para una regulacion natural de union
de las proteinas. Los grupos lioles son extremadamente activos en condiciones
fisiotégicas (Gitler ef &l., 1995). El cambio tolidisulfuro es mucho menos costoso
termodinamicamente y estructuralmente méas importante que el cambio fosfatasafcinasa.

Transicion de la fooma -SH a la forma oxidada de disulfuro en las
cisteinas/cistinas es la responsabile del adecuado plegamiento de proteinas. Los enlaces
disulfuro, por ejemplo, son los responsables de la adecuada unidn entre las
inmunogiobulinas y los antigenos.

3.1.REGULACION ENZIMATICA.

La activacién de numerosas enzimas ssta controlada por tioles/disuifuros. Las
enzimas fructosa-1,6-difosfatasa; ribonucledtidc reductasa; guanilato ciclasa;
acetilcoenzima A hidrolasa son enzimas que son reguladas por procesos redox debido a
que tiene cisteinas como componente central de sus sitios activos.

Otras enzimas son regulados por la transicion de SH a S-S; incluyendo a ia

tripsina, lipoproteina lipasa, NADH oxidasa, nitrato reductasa, ghutamina
aminotransferasa y fenilalanina hidroxlasa; por mencionar solo algunas.
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El rol que tiene la oxidaciénireduccion y la regulacion metabdlkica SH/S-S ha sido
ampliamente revisada por Jocelyn (1972), Gilbert (1982) y Ziegler (1985).

3.2. REGULACION DE LA TRANSCRIPCION.

El compleio reguiador conocido como ~ dedos de zinc ~ contiene cistein tiolatos que al
compieiarse con zinc forman loops en la estructura proteinica, lo que fe da tan singular
aspecto. Se ha descrito que la Betathine™, asi como compuestos relacionados que
contienen cistamina y nitrégeno, pueden formar complejos con el zinc. Las subunidades
jun y fos de la proteina AP-1 y la subunidad p50 del complejo transcripcional kB (NFkB),
tienen cisteinas como componente critico en ios sitios de unidn al DNA. Diversos autores
han mencionado la importancia de la axidacion/reduccion de los tioles como sefiates en
varias rutas de transcripcion. Incluso se ha propuesto que dada |a importancia de los
tioles en la regulacién de los procescs de transcripcion, pueden considerarse como
terceros mensaiercs.

La reduccion de las cisteinas altamente conservadas en el heterodimero JUN-
FOS, es necesaria para que s& lleve a cabo la unidn con el DNA_ La proteina nuclear
Ref-1 parece ser la responsable de esta transicion,

3.3.INMUNOREGULACION.

El NFKkB es un factor regulador de numerosas respuestas inmunoligicas
incluyendo la sintesis de inmunoglobulinas, de citocinas y sus receplores; se sabe que
dicho factor esta regulado por grupos SH/S-S.

También se ha descrito que pequefias moléculas que contienen azufre en la
forma SH o S-S presentan efectos significatives in wvo sobre diversas funciones del
sistema inmunologico. ' ® 14
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4. DESARROLLO TEORICO-EXPERIMENTAL

4.1. DISENO Y MODELAJE MOLECULAR

E! disefio y modelaje molecular de compuestos con probable actividad
inmunoestimulante se llevd a cabo de la siguiente forma:

e Con base en la indormacion recabada en estudios sobre compuestos gue
presentan actividad inmunoestimedante y su naturaleza quimica.

» Se descartaron los compuestos inmunoestimulantes gue no presentaban en su
ssiructura por lo menos un atomo de azufre y que eran moléculas muy complejas.

s Se incluyeron los dimeros 0 monémeros de algunos compuestos para determinar
su relacion. Como el disulfiram, que es &l dimerc del Imutiol (DTC)

+ De la misma manera se incluyeron compuestos que no tiensn probada actividad
inmunoestimulante, pero, que presentan en su estructura uno o més Atomoes de
azufre; como el giutation, ef disulfiram y la bucilamina.

+ Otro aspecto importante que se busct fue et de definir una molécuia o region
indispensable para preseriar la actividad bioldgica

La geometria molecular de todos los compuestos se generd con e programa de
modelaje molecutar PIMMS'®, el cual aplica mecanica molecular para obtener |a
estructura méas estable (con el minimo energético).

Las moléculas generadas en PIMMS fueron exportadas al programa SPARTAN
5.0 '¥, en donde se aplicd mecanica cuantica (utilizando el método semiempirico AM1)
y mecanica molecular para optimizar completamente las moléculas.

Apartir de este programa se calcularon sus propiedades fisicoguimicas; como
calor de formacidn, Orbitales Moleculares Frontera (MOF) HOMO y LUMO, momento
dipolo, coeficiente de particion (og P Dixon-Hahre), cargas de Mulliken y potencial
etectrostatico (PE).



Utilizando los programas TSAR'® y ACDAABS 4.5 se determinaron las
propiedades moleculares como indice de refractividad, refractividad molar, volumen
molar, volumen molecular, tensién superficial, densidad, polarizabilidad, paracoro, area
y volumen elipsowdal

4.2 METODO ESTADISTICO

Se realizé un Andlisis de Regresién mudtiple a una serie de compuestos que
presentan activided inmunoestimulante a una serie de compuestos andlogos a
Cistamina para evaluar una probable comrelacidn entre las variables calculadas y su
actividad bioldgica. Finalmente se realizd el andlisis de Cluster utilizando las mejores
ecuaciones para determinar la similitud entre los compuestos tedricos y los comerciales
con base en sus propiedades. Este andlisis se realizé con el programa STATSOFT'*

4.3.SINTESIS QUIMICA
OBTENCION DEL. COMPUESTO N-{1,2,5,7-DITIADIAZONAN-6-LIDEN) CIANAMIDA.

mm/ml
W \s)ka/ n A é\/\m>‘="\cr~|

En un matraz bola de dos bocas se conecté a una de estas un embudo de adicién
en donde se colocaron con 0.032 moles de ditiometilcianoursa (DTMCU) disuseltos en
stanol (EtOH). En la otra boca se coloco un condensador.

Dentro del matraz se adicionaron 0.024 moles de cistamina con 0.07 moles de
hidréxido de sodio utilizando como disolvente EtOH. Esta mezcla se deja a reflujo (50°C)
y en agitacién por aproximadamente 30 minutos, al final de los cuales se afiadit poco a
poco la DTMCU. Se deja la reaccion a reflujo y en agitacion por aproximadamente 2
horas. La reaccitn se monitored por cromatografia de capa fina (TLC).



QACARAFCTEHZACION ESPECTROSCOPICA

La identificacion y caracterizacion del producto se realizé mediante el analisis de
jos espectros de RMN-'H, RMN-°C.

La espectroscopia de RMN-'H se efect(io en un equipo Varian-Gemini-200 a una
frecuencia de 300 MHz. La espectroscopia de RMN-""C se efectio en un equipo
a una frecuencia de 75 MHz

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Mel-Temp® y no estin
COITegidos.
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5. RESULTADOS Y ANAL!SIS DE RESULTADOS
51. ESTUDIO TEORICO COMPUESTOS COMERCIALES Y EN FASE DE
INVESTIGACION

La numeracidn asignada para los dlomos de cada compuesto se muestra en los
anexos |, 1y IH.

Las propiedades fisicoquimicas y moleculares calculadas para los compuestos
con probada actividad inmuncestimulante y sus moléculas relacionadas se muestran en
el anexc V. En el anexo V se enlistan las propiedades calculadas asi como sus
unidades y las abreviaturas utilizadas en este trabajo.

Pueasto que los valores de energia de ios orbitales frontera HOMO y LUMO por si
mismos no nos indican que &tomos de cada compuesto contribuyen en mayor
porcentaje a este valor, se considerd la suma do los cuadrados de los valores
caicutados para los orbitales atémicos s, px, py, e pz de cada &tomo — debido a que se
asocian con la probabilidad de encontrar un sitio electréfilo (LUMO) o uno nuciedfilo
{HOMO)- y se multiplica por 100 para obtener el porcentae. Los resultados se muestran
en ef anexo V1.

En ios anexos Vil al X se muestran las imagenes generadas por el programa
SPARTAN de los Orbitales Moleculares Frontera (MOF) HOMO, LUMO y ol PE de

algunos de s compuestos.

De los resultados incluidos en ef anexn V1 se desprende lo siguiente:

a) Los enlaces disulfurc {S-S) presentes en las moléculas contribuyen en un
porcentaje importante tanto para los MOF HOMO como para los LUMO.
Como ocwTe con la cistaming, disulfiram, f—aletina y vitaletina.



b}

c)

d)

g)

En lkos mondmercs de estos compuestos; cisteamina, DTC, f-aleteina y
vitaleteina, se observa que los azufres reducidos (-SH) contribuyen
principaimente al HOMO (0) y al LUMO (0).

Para estos mismos compuestos se tiene que para los orbitales moleculares
H(-1), H{-2), L{+1) y L(+2) los &tomos que contribuyen principalmente son los
atomos de azufre y los dtomos de nitrégeno unidos por un carbono o a un par
de carbonos sp.

El porcentaje de contribucion electronica se disfribuye también entre los
atomos de mitrégeno unidos a diferentes atomos por carbonos sp;. Como los
dtomos N3, C6 y N4 en la cimstidina; los 4tomos N2, C2 y S2 en el disulfiram;
N1, C1y 81 en el DTC; N1, C3 y C4 en ol glutation; N2, C3 y S1 para el
levamisol; N1, C1 y C5 en la NAC; N2, C8 y C2 para el pidotimod; N2, C4 y
C3 para |a vitaleteina y la vitaletina.

Para la cimetidina los dtomos que confribuyen principakmerte al HOMO (C)
son el anufre 81 y &l nitrégenc N3 que se encuentran unidos por un carbono
sp1 (C5). Para ei HOMO (-1) y para ol LUMO (+1) son los nitrégenocs quienes
en mayor porcentaje contribuyen a la poblacion slectrénica.

Al igual que en la cimetidina, en el levamisol se observa que la corntribucion
electronica se distribuye entre los dtomos del anillo aromdtico presente en las
moléculas, haciendo que la contribucion electrénica se distribuya entre mas
atomos, esto se observa principalmente en los MOF H(-1), H{-2), L(+1) ¥
L{+2).

Por lo anterior se puede inferir que la presencia de un anillo aromatico no es
determinante para que un compuesto presente actividad inmunoestimulante.
Cabe hacer mencion que en algunos estudics se menciona el metabolito del



levamisol (WR1065) como el compuesto con actividad inmunoestimuiante. Y
por cira parte ambecs compuestos tienen ofra actividad farmacolégica.

h) De los resultados anteriores se observa que hay dos regiones presentes en
las moleculas que proporcionan el mayor porceniaje de contribucion para los
orbitales moleculares frontera HOMC Y LUMO.

T

w i

~N

De los resultados tedricos y del andlisis de las estructuras se considera que para
que una molécula pueda presentar actividad inmunoestimulante debera presentar las
siguientes regiones.

MEMED  Regién 1. Atomo de azufre unido a un nitrégeno u oxigeno por A.
(S-A-T). § = azufre; A = metil, etil, propil, T = azufre, oxigeno o
nitrbgeno.

_ Regién 2. Nitrégeno unido a un carbono sp..

A




N = Nitrégeno.
B = Nilrogeno, azudre u oxigeno.
D = Nitrégeno, carbono o azufre.

En el anexo X se presentan los porcentajes de la contribucién electronica a los

MOF por regiones para los orbitales H(0), L 0), H{-1), L(+1), H{-2), L{+2); asi como su
condribucidn por cargas de cada regidn.

De estos porcentajes se desprende que cuando una molécula presenta en su
estructura ambas regiones, pero para laregidn 1 A = etil, T = oxigeno; y para la
region 2, B = oxigenc y D = carbono; como sucede con ia bucilamina; la mayor
contribucién al HOMO (0) la proporciona l2 regién uno en un 90.6% y al LUMO (0) la
regidn dos es quien confribuye en un mayor porcentaje con el 89.33%. Para el OF
HOMO (-1) la regitn 2 es la que contribuye en mayor porcentaje con el 96.5% y para
ef OF LUMO (+1) la regidn uno contribuye con un 83.7%.

Cuando se presentan ambas regiones y si la region 1 es un nicleo cianoguanidino; y
para la region 2: A = propilen y T= nitrdgeno; como ocurre con la cimetidina. Ei
HOMO{0) ds la region 1 es quien en mayor porcentaje con un 87.6%; para e
LUMO{0) con un 51.6%. Para el HOMO{-1) y al LUMO{+1) la regitn 2 contribuye con
55.3% y 75.8% respectivamente.

La presencia de enlaces disulfuro 0 de grupos sulfidrilos aledafios a cualquiera de
estas regiones, irfluye de manera decisiva en las contribuciones a los MOF, tanto
para los orbitales HOMO(0} y LUMO{0) como para los HOMO{-1) y LUMO{+1};
vitaletina, vitaleteina, p-aleteina, p-aletina, cistamina, cisteamina.

Las contribuciones elecirénicas de los MOF mas exdernos ya no presentan un patron
de distribucion.

{ as demdas propiedades fisicoquimicas y moleculares calkculadas no presentan una
tendencia debido a {a variada naturaleza quimica de los compuestos.
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Con estos datos y tomando en cuenta que una de las interacciones importantes
para que se de la unién entre un farmaco y su receptor son las de transferencia de
carga, se planted la sigulente hiptesis:

" Si se disefiaran nuevas moléculas que se asemejen en sus contribuciones por
regiones a los orbitales molecutarss frontera HOMO y LUMO; asi como a propiedades
moleculares de compuestos inmunoestimulantes comerciales, se pueden obtener
compuestos inmunoestimulantes que mejoren potencialmente a los ya existentes. ~

Para esto se considero o siguiente:
1. La molécula debe presentar una regiédn o ambas.

SAT

2. El compuesto debera tener, a! menos, un enlacs disulfuro, ya sea por formacion de
un dimero o que se encuenre como parte de la propia estructura; esto se
considera dada la habilidad o la capacidad de moléculas que contienen SH/S-S
para reguiar la respuesta inmunolSgica asi comc en diversos procesos de
regulacién transcripcional, incluyendo el factor NF-kB (Factor Nuclear kappa B)
involucrado en diversas funciones de! sistema inmunoigico, el cual fue en primera
instancia sefiatado como &l inductor de la produccitn de inmunogiobulinas

De esta menera se decidid Hevar a cabo un estudio tedrico para una serie de
compuestos derivados de cistaminalcisteamina, debido a que cumpie con lo postulado
con anteriorkiad y en el conocimiento previo de que moléculas pequefias con enlaces
SH/S-S, tienen propiedades pleiotrépicas: como anticancerigenos, antivirales,
inmunomodutador y més recientemente en la Enfermedad de Huntington. %1%

El primero de estos compuesios, qgue en lo sucesivo llamaré CIS-1, incluye
ademés un grupo cianoguanidino, como ocurre cont la cimetidina.



5.2, ESTUDIO TEORICO DE UNA SERIE DE COMPUESTOS DERIVADOS DE

CISTAMINA/CISTEAMINA (SERIE CiS).

Las propiedades fisicoquimicas y moleculares calculadas para los compuestos
derivadas de cistamina/cisteamina se muestran en & anexo Xll. En & anexo Xill se
presentan los dtomos que contribuyen en mayor porcentaje a tos MOF.

En el anexo XIV se muestra el porcentaie de contribucion electrénica por regiones
para los MOF, PE y CM.

En los anexos XV al XVlli se muestran las imageneas generadas por el programa
SPARTAN de los Orbitales Moleculares Frontera (MOF) HOMO, LUMO y el PE de
algunos de los compuestos.

- Aligual que los compuestos comerciales o en fase de investigacidn, esta serie
de compuestos presenta semejanzas entre si en cuantc a sus propiedades
fisicoquimicas y sus propiedades moleculares calculadas.

- Budste una tendencia, relacin, semejanza entre los cuatro compuestos,
principaimente para los MOF (0). Para los orbitales superiores cordforme mas
alejados del orbital cero, méas se acentia ia diferencia.

- Las contribuciones de los orbitales HOMO (0}, LUMO (0) y LUMO (+2) de los
cuatro compuestos son dadas en mayor porcentaie por la regién 1 (R1) en
promedio de 96.6%.

- Los compuestos 1,3 y 4 tienen mayor semejanza entre si. A diferencia del
compuesto 2 en el que se observa una contribucion por regiones diferente a
las de los otros tres compuestos; como ocuire con la R2 del MOF L{+1).

- Para los potenciales electrostaticos y las cargas de Mulliken no existen
diferencias significativas entre uno y otro compuesto.

- Aunque el estudio por regiones nos demuestra que existen semejanzas
importantes entre los compuestos comerciales y los tedricos. Esta se observa
principatmente con la Betatina™.
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5.3.RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS ESTUDIO DE REGRESION
MULTIPLE.

Solo los compuestos inciuidos en aste estudio muestran colinearidad y en todos
los casos se consideraron las que presentaban un valorder> 0.9

E! modeio de regresion Forward stepwise se realizd para observar la relacién
entre los compuestos y sus variables; asi como para encontrar las mejores ecuacionss.
Las variables que proporcionan las mejores ecuaciones y sus respectivos valores der,
r?, s y el valor p se muestran en el anexo XIX.

Las mejores ecuaciones obtenidas se muestran a continuacion:

HOMO 1=385 + (-0.089) HOMO2 + 1.74HOMO 0 - 4.23x10°H.R;
+ 7x10*VOLHELI +6x10°LR, + 3.2x10°SURF TEN — 2 7x10° H2Ry
-0.4PER, + 0.02L0G P MM + 1.1x10°LR; - 7.5x10°LoRy
+ 0.38IR - 5.5x10°DIPOLO

HOMO O =291 + 0.52 HOMO1- 3.710*VOL HELI - 3.1x10°L4R.
+ 20°HR, - 2.5x10°SURF TEN + 2x10°HR+ 0.23PER
+ 0.59HOMO2 — 0.027LOPMM — 4. 8x10°1L,R, + 7.8x107*HR.
+ 2.6x10°* H4R;

HOMO 2 = -2.84 + 0.61HOMO1 - 0.3343LUMO2 —- 8.7x10°LR, ~10.82x10°H,R; +
g6110° LRy . 4.55x10°LR; - 4.95x10°HR; - 0.2566 PER;
+7313x10°LOG P MM - 0.681 LR + 3.2 X 10* PARACHOR

Estos resultados nos sugieren que 1os compuestos tedricos se asemeian mucho
en sus propiedades calculadas con los compuestos comerciales y en fase de
investigacion; o cual nos daria una certaza tedrica del 99% de que tales compuestos
tebricos presenten actividad inmunoestimulante y/o anticancerigena.



thilizando las variables de las mejores ecuaciones se realizo el analisis de Cluster
para observar |a relacion entre los compusestos y sus propiedades.

De este andlisis se puede apreciar que existen corelaciones importantes entre
ios compuestos comerciales ¢ en fase de investigacion con los compuestos sugeridos.

Estas correlaciones se observan principalmente en las regiones que he
denominado como R; y Ry con los Orbitales Moleculares Frontera (MOF), tal como se
explica a continuacién.

5.3.1 ANALISIS DE CLUSTER REGION 2 (R;)
PARA L4R:

- Como se observa claramente en el anexc XX existe una mayor comelacion
entre los compuestos f-aletina, p-aleteina, CIS-2, cisteamina y cistamina,
Las distancias Euclidianas entre CIS-2 y estos cuatro compuestos estin
comprendidas entre 38-88. La menor distancia ocwre con fa B-aletina. El cual
como se menciond anteriomente, es un dimero.

- Existe una correlacion importante entre los compuestes CIS-3 y CIS4 con la
Paleteina.

- La comrelacion entre los compuestos tedricos CIS-2, CIS-3 y CIS-4 con &l CIS-
1 nc es tan mmportante como con los demas compuesios, aunque las
distancias Euclidianas con estos compuestos estan comgrendidas entre 104-
175.

- Cis-1 presenta una semejanza importante con la cimetidina, con una distancia
euclidiana de 97.76.

PARA H4R:{Anexo XXI)

- Distancias Euclidianas entre 47-94 se presentan entre los compuestos
vitaletina, vitaleteina, pidotimod, NAC, cisteamina y B-aletina con el compuesto
CIs-2.

- CIS4 con los compuestos B-aleteina, cimetidina, vitaletina, vitaleteina,
Pidotimod, NAC y cisteamina presenta comrelacionss entre 50-98.



E! compuesto CIS-1 presenta mayores semejanzas con los compuestos
Cimetidina, p-aleteina, Vitaletina, vitaleteina, Pidotimod y NAC; al presentar
distancias Euclidianas entre 48-94. El CIS-3 con la vitaleteina y la cimetidina
presenta mejor correlacion.

Los compuestos CIS-1, CIS-3 y CIS4 la menor distancia que presentan es
con cimetidina; con distancias euclidianas de 47.43, 5687 y 50.73
respectivaments,

PARA H.R: (Anexo XOWH)

El compuesto tedrico CIS-1 se comrelaciona pnncipalmente con cimetidina con
una distancias Eudlidiana de 8628

CIS-4 se corrslaciona principalmente con p-aleteina, cistamina y cisteamina.
Las distancias euclidianas entre estos compuestos es de 68-100.

Los compuestos P-aletina, P-aleteina, cistamina, cisteamina y vitaletina
presentan distancias euclidianas con el CIS-2 de entre 86-101.

PARA L:R; (Anexo XXM}

CIS1 presenta distancias euclidianas entre 77 -98 con la cimetiding,
cistamina, cisteamina y levamisol. La mejor comelacin se da con la
cimetiding.

Las mejores correlaciones del compuesto CIS-2 se presentan con los
compuestos B-aleteina, p-aletina cisteamina, cistamina y pidolimod. La menor
distancia la presenta con la p-aleteina con una distancia euclidiana de 24.88.
CIS-3 con cistamina y cisteamina.

CIS-4 con g-aleteina, p-aleting, cistamina, cisteamina y vitaleteina.

PARA HR: (Anexo XXIV)

CI5-1 se comelaciona principalmente con cistamina, §-aleteina, cimetidina, p-
aletina, cisteamina, vitaletina y pidotimod. La menor distancia Eudlidiana
(47 9) es con p-aleteina.



CIS-2 se comelaciona principalmente con cistamina, B-aleteina, NAC,
cimetidina, S-aletina, cisteamina, vitaleteina, vitaletina y pidotimod. Las
menores distancias Euclidianas se presentan con cistamina (17.1), cisteamina
{22.85) y con la vitaletina (43.8).

CIS-3 presenta correlaciones significativas con la p-aleteina, cimetidina y
vitaletina. Las distancias euclidianas se encuentran entre 83-100.

El compuesto que se correlaciona con el mayor nimero de compuestos es el
CIS-4. El cual presenta comrelacion tanto con los compuestos que tienen en su
estructura grupos tiol como disulfuro. Como son la B-aleteina, f-aletina,
cisteamina, cistamina, vitaleteina, vitaletina, NAC, cimetidina, y pidotimod, con
distancias comprendidas entre 52-114. La menor distancia se presenta con p-
aleteina.

PARA PER; {(Anexo XXV)

Ninguno de los compuestos tedricos presenta distancias suclidianas menores
de 120 con levamisol, DTC o vitaleteina

CIS-1 y CIS4 se correlacionan mejor con los mismos compuestos; B-aleteina,
pidotimod. La mejor correlacion se da en ambos compuestos con p-atetema
(68.52 y £9.48 respectivaments).

CIS-2 se comelaciona mejor B-aleteina, B-aletina, cisteamina, cistamina,
vitaletina y pidotimod. La mejor comrelacitn es con cistamina (21.27).

CIS-3 se comrslaciona meior P-aleteina, cisteamina y vitaletina. La mejor
correlacién es con cistamina (21.27).

PARA CMR; (Anexo XXVI1)
Ninguno de los compuestos tedricos presenta distancias euclidianas menores
de 129 con DTC .



- CI5-1 se comrelaciona principaimente con cistamina, p-aleteina, cimetidina,
cisteamina, vitaleteina, levamisol y pidotimod. La menor distancia Euclidiana
(24.46) es con cistamina

- i compuesto tedrico CIS-2 tiene excelente cofrelacion con los compuestos B-
vitaleteina y vitaletina. Las distancias euclidianas van desde 45.4 a 12.41

- CIS3 presenta las mejores comelaciones con B-aletina, B-aleteina, ametidina,
cistamina, pidotimod y vitaletina. La mejor es con cistamina (73.64).

- CIS4 con p-aletina, B-aleteina, cimetidina, cistamina, cisteamina, levamisoi,
pidotimod, vitaleteina y vitaletina.

5.3.2 ANALISIS DE CLUSTER REGION 1(R4}
PARA LR (Anexo XXVH)

- Los compuestos que presentan una mayor semejanza con el CIS-1 con
distancias euclidianas de 82-113 son: p-aleteina, CISTAMINAY VITALETINA.

- CiS-2 se comelaciona principaimente con cistamina. Ademés de presentar
comelaciones entre 53-111 con la p-aletina, cistsamina, cistamina y vitaletina.

- CIS-3 se comelaciona mejor con la vitaletina con una distancia de 117.5. Con
ol resto de los compuestos presenta distancias por armiba de 120.

- Los compuestos B-aleteina, cimetidina, cistamina y vitaletina se correlacionan
con CIS4. Siendo la menor distancia con la f-aletema.

PARA L4R4 {Anexo XXVH)

- B compuesto CIS-1 pmsemadastarmaset.dldlamemesg-macm
cistamina, cisteamina, B-aleteina, P-aletina, cimetidina NAC, pidotimod
vitaleteina y vitaletina. La mejor commelacién se da con la cimetidina.

- CIS-2 se comrelaciona principalmente con cistamina Ademas de presentar
correlaciones entre 53-111 con la §-aletina, cisteamina, cistamina y vitaletina.



- CiS-3 se comrelaciona mejor con la vitaletina con una distancia de 117.5. Con
el resto de los compuestos presenta distancias por armiba de 120.

- Los compuestes B-aleteina, cimstidina, cistamina y vitaletina. Siendo 1a menor
distancia con la p-aleteina.

PARA PER, {Anexc XXIX)

- Todos los compuestos tedricos presentan correlaciones importantes con todos
los compuesto excepto con el DTC.

- CIS-1 y CiS-4 tienen la mejor correlacion con vitaletina presentando distancias
de 5.48 y 3.10 respectivamerte.

- CIS-2 se comrelaciona mejor con f-aleteina. La distancia entre estos dos
compuestos es de 12.44

- CIS-3 presenta la mejor corelacién con cisteamina con una distancia de 13.09

54.0BTENCION DEL COMPUESTO N-{1,2,5,7-DITIADIAZANONAN-6-HLIDEN)
CIANAMIDA.

La mezcla de reaccion se concentrd en un rota vapor a presidn reducida. Para
separar e} producto de la materia prima se agregaron aproximadamente 200mL de agua
y se fillro. A este filtrado se le hicieron tres lavados con agua. A la fase acucsa se fe
hicieron extracciones con acetato de etilc (AcOEt). La fase organica se concentrd
observandose un precipitado blanco el cual se filtré y se lavé con hexano. Se recristalizd
el producto con AcOEL.

- El rendimiento de la reaccion fue del 85 %

- El punto de fusitn fue de 152-154° C.
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5.5. ESPECTROSCOPIA

5.5.1. ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE 'H
En el espectro de RMN-'H se observan las siguientes sefiales: (anexo XOCX).
TH-NMR (300 MHz; CDCL; MeySi, &) 9.52 (2H, s, NH), 3.76 {(4H, m, N-CHy), 3.52 (4H,
m, -S-CHz).

5.5.2. ESPECTROSCOPIA DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR DE C.
En el especiro de RMN-"°C se observan las siguientes sefiales: (anexo XXI).
BC-NMR (5¢): 177.8 (C=N), 117.6 (CN), 47.42(-N-CHy), 31.21 (-S-CHz).
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6. CONCLUSIONES

El estudio de analisis estadistico de los 41 variables de los 15 compuestos
analizados (4 tedrices) muestra que existe entre ellos una importante cofrelacion
en cuanto a kas propiedades: densidad, polarizabilidad, paracoro, volumen molar,
refractividad molar, HOMO1(Hy), Hz, Ho, LUMO 0{Ly), Ls, L, indice de refractividad,
Log P,

Se observd que existen dos regiones que pueden estar directamente involucradas
en la unién farmacoreceptor, tal interaccion estaria influenciada principalmente
por los orbitales moleculares frontera HOMO1 (H,), Ho, Ho, LUMO O (Lo}, L4, Ly; asi
como de las cargas de Mulliken (CM) y el Potencial electrostatico (PE) de las
regiones 1y 2.

(TG Region 1. Atomo de azufre unido a un nitrdgeno u oxigeno por A.

(S-A-T). S = aznufre; A = metil, etil, propil, T = azufre, oxigeno o
nitrogeno.

_ Region 2 Nitrégeno unide a un carbono sp2.

N = Nitrogeno.
N/ﬁ\D B = Nitrogeno, azufre u oxigeno.
D = Nitrdgeno, carbono o azufre.

Principaimente estas cuatro propiedades elecirénicas pueden estar nvolucradas

en la activacion de la respuesta inmunolbgica yfo en la actividad anti cancerigena.
Se observé qus existen commelaciones importanies de los compuestos tedricos CIS-
1 y CIS-2 con beia aletina y vitaletna, los cuales han demostrado tener
propiedades inmunoestimulantes consistentes y actividad anticancerigena.

Se logro la sintesis organica del compuesto CIS-1 con buenos rendimientes.

Ei estudio tedrico nos indica que CIS-1, CIS-2, CIS-3 y CIS4 son buenos
candidatos para evaluar su actividad anticancerigena yfo inmunoestimulants.
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ANEXO |
Mokéculas numeradas. Numeracion utiizada para el estudio tetrico.
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ANEXO I
Moléculas numeradas. Numeracidn utilizada para el estudio tedrico.
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ANEXO il

Moléculas numeradas. Numeracion utllizada para el estudio tedrico.
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ANEXO IV

Propledades fislooquimicas y moleculares calculadas de compuestos Inmunocestimulantes
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ANEXO V
Listado de propledades caiculadas, unidades y abreviashwas ulilizadas
en este trabajo,. Entre parentesis se indica ol programa utiiizado para su
célculo

o e T

PESO MOLECULAR (SPART. EN gimo

AREA_EN AMSTRONGS AL CUADRADO (SPARTAN)
AREA SUPERFICIAL (TSAR) —
DLUMEN DE_EN AMGSTRONGS AL CUBO (SPARTAN)
DLUMEN MOLECULAR (TSAR)
FVOLUMEN HELIPSOIDAL {TSAR)
COEFICENTE DE PARTICION POR MECANICA GUANTICA (SPARTA
COEFICIEENTE DE PARTICION_POR MECANICA MOLECULAR (T SAR)
CALOR DE FORMACION kcavmol
OMENTO DIPCLO EN DEBYES
{ORBITAL MOLECULAR OCUPADO DE MAS ALTA ENERGIA, oV, (AM1
| GREITAL MOLECULAR DESOCUPADO DE MAS BALA ENERGIA oV
ORBITAL MOLECULAR OCUPADO DE MAS ALTA ENERGIA NWVEL 0
ORBITAL MOLECULAR OCUPADO DE MAS ALTA ENERGIA NIVEL 1
NORBITAL MOLECULAR OCUPADO DE MAS ALTA ENERGIA NVEL 2
ORBITAL MOLECULAR DESOGUPADO DE MAS BAJA ENERGIA NIVEL 0
ORBITAL MOLECULAR DESOCUPADO DE MAS BAJA ENERGIA NIVEL 1
ORBITAL MOLECULAR DESOGUPADO DE MAS BAJA ENERGIA NIVEL 2
NDIFERENCIA HOMO (0)- LUMO {0)
REFRACTIVIDAD MOLAR {TSAR) C.C
HOMO 0 REGION 1
HOMO 0 REGION 2
HOMO 1 REGION 1
HOMO 1 REGION 2
HOMO 2 REGION 1
HOMO 2 REGION 2
LUMO O REGION 1
LUMO 0 REGION 2
LUMO 1 REGION 1
LUMO 1 REGION 2
LUMO 2 REGION 1
LUMO 2 REGION 2

POTENCIAL ELECTROSTATICO DE REGION 1
POTENCIAL ELECTROSTATICO DE REGION 2
ARGAS DE MULLIKEN DE REGION 1
CARGAS DE MULLIKEN DE REGION 2
|REFRACTIVIDAD MOLAR (ACDALABS) C.C
VOLUMEN MOLAR ACDALABS C.C
HPARACORO +-40C.C.
INDICE DE REFRACCION +- 0.02
HTENSION SUPERFICIAL +- DYNE/GM
IDENSIDAD +- 0.06 glo.c_
HPOLARIZABILIDAD+- 0.5x10E-24 C.C

* HIGHEST OCCUPIED MOLECULAR ORBITAL ENERGY eV, (AM1)
** LOWEST UNOCCUPIED MOLECULAR ORBITAL ENERGY eV, (AM1)



121

ANEXO VI
Porosntaje de contribucidn slectrdnica de los compuestos Inmunoestimulantes por dtomo a los orbitaies moleculares frontera HOMO y LUMO
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ANEXO XI

Porcantaje de contribucién sisctrénica por reglones a los orbltales moleculares frontera HOMO y LUMO
de compuestos Inmunoestimulantes comercliales y en fass da Investigacion.
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ANEXO Xil

Propledades fislcoquimicas y moleculares calculadas de sompusstos inmunoestimulantss tedricos
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ANEXO Xl

Porcentaje de contribucién electrénica por dtomo a los orbitales moleculares frontera
HOMO y LUMO de los compuestos tedricos serie CIS
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ANEXO XIX
Mejores acuaciones cbtenidas del estudio de regresién.

0.09909909| 0.90009068| 0.99998993 2050 E4 0.00000000 0.00185000
0.906856623| 0.9931442¢]| 0.98400327 108.85000000 0.00000800 0.02211000
0.99998486| 0.90908972| 0.99978808 §504.51600000 0.00018000 0.48125000
0.99997510]  0.96895019|  0.00082568 8030.60000000 0.00000000 1.74650000
1.00000000] _ 1.00000000]  1.00000000 4876 E8 0.00001000 0.00087000
0.99999999| 0.90999998| 0.89099993 2099 E4 0.00000000 0.00416000
1.00000000]  1.00000000]|  0.99999995 2000 E4 0.00018000 0.00009000
0.99909996| 0.99999991|  0.99099878 884584.10000000 0.00083000 0.00058000
0.999997561| 0.09999503 0.99996520 33520.38000000 0.00003000 0.00314000
0.09980877| 0.09970754| 0.896905520 1346.80700000 0.00003000 0.01380000
0.09995006 0.89960010] 0.98830G70 1668.20000000 0.00080000 0.88762000
0.99999205| 0.99908410] 0.99892581 17153.00000000 0.00000000 0.32085000
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1.00000000]  1.0000000Q]| _ 1.00000000 1120 E7 0.00000000 0.00001000
0.99975150| 0.99950305] 0.99788081 548.53000000 0.00011000 0.03089000
0.99999772| 0.99999544| 0.88693811 16854.72000000 0.00603000 0.00372000,
0.99997376] 0.90994752| 0.99983262 3178.50000000 0.00031000 0.00481000
0.99687104] 0.99994207] 0.99959453 2877.10000000 0.00035000 0.02100000
0.99999877]  0.89999863] 0.98599341 1635 E2 0.00184000 0.00019000
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ANEXO XX

DHTANGIAR FUQLIDIANAS ENTRE COMPUEETOS INNUNOR
COMEROIALES Y TRORICOR PARA LUMO(0) REGION 2 (R2)
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ANEXO XX}

DU TANCIAS RUCLIDUANAS ENTRE COMPUTATOR INMUNORS TIMULANTES

OOMERCIALEN Y TRORICOS FARA HOMO{-1) REMION 1 (R2)
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ANEXO XXX ESPECTRO DE RESONANCIA MAGMETICA NUCLEAR DE C.,PARA EL COMPUESTO CI8-1
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