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PROLOGO

Excelentisimo Sr. Presidente de la Real Academia Nacional de Farmacia,
Excelentisimas Sefioras y Sefiores Académicos,
Sefioras y sefiores, queridos amigos

Quisiera que mis primeras palabras sean de agradecimiento hacia los
Académicos de Numero de esta Real Academia por su generosa acogida.
Espero poder corresponder con mi trabajo a favor de esta Corporacién al
honor que me hacen al admitirme en ella. En particular, quiero dejar
constancia de mi profundo agradecimiento a los Académicos que tuvieron la
amabilidad de avalar mi candidatura, la Excelentisima Sefiora dofia Carmen
Avendafio Lopez y los Excelentisimos Sefiores don Antonio Monge Vega y don
Fidel Ortega Ruiz de Apodaca.

Me gustaria agradecer especialmente a la Dra. Avendaino, compafiera de
trabajo durante muchos afios y amiga, el entusiasmo con el que ha impulsado
mi entrada en esta Real Academia y ha preparado su discurso de contestacién.
También quiero recordar con agradecimiento a todos los compafieros del
Departamento que me ayudan en el trabajo diario y me proporcionan el animo
necesario para perseverar en el trabajo, a menudo con su mera presencia.
Gracias también a mis padres, mis mejores profesores, por ensefiarme a
valorar el esfuerzo y el amor por el trabajo bien hecho y a mi esposa e hijos por
su comprension con los inconvenientes que implica mi dedicacién profesional.
Finalmente, a todos los presentes, companeros, familiares y amigos, quiero
agradeceros vuestra compafiia en este acto.



RECUERDO BIOGRAFICO DEL EXCMO. SR. D. ROMAN DE VICENTE JORDANA

Antes de iniciar mi discurso de ingreso propiamente dicho, es grato para mi
cumplir con una de las mas arraigadas tradiciones académicas, la de glosar la
figura de mi antecesor en la medalla numero 15, el Excelentisimo Sr. D. Roman
de Vicente Jordana. Aunque le conoci solo superficialmente, el estudio de su
discurso de ingreso y de algunas otras de sus publicaciones, asi como la de las
contribuciones de varios miembros de esta Corporacion a su sesién
necroldgica, * me permiten calificarle como un investigador original y
apasionado por su trabajo, que contribuyé de forma entusiasta a las
actividades de esta Real Academia.

Nacié en Zaragoza (6 sept. 1920), el mayor de 8 hermanos. Cursé los estudios
de Maestro Nacional (Zaragoza, 1940) y los de Farmacia, logrando su titulo de
Licenciado en 1944 y el de Doctor en Farmacia por la Universidad Complutense
en 1949, con premio extraordinario. Se colegié en Huesca en 1952 y llegd a
ejercer como farmacéutico en Monzén,” pero su interés por la investigacion le
movié a solicitar y obtener una beca en la Universidad de Cambridge, donde
paso varios afios. En este periodo trabajé con Kenneth Smith, uno de los
padres de la virologia vegetal, y con Walter John Dowson, un especialista en
fitopatologia del Departamento de Botanica, obteniendo un Master of Science
por la Facultad de Biologia (1957). Mencionaré también, como prueba de su
inextinguible curiosidad intelectual, que en la etapa de madurez de su vida
obtuvo también una Licenciatura y después, en 2004, un Doctorado en
Medicina y Cirugia por la Universidad Complutense.

A su regreso a Espana desde Cambridge, inicié su carrera cientifica en el
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas, donde llegd a ser Profesor de
Investigacion y Jefe del Departamento de Bacteriologia y de la Unidad de
Fitobacteriologia del Instituto de Microbiologia Jaime Ferran, ademdas de
ocupar cargos como el de Consejero Adjunto del CSIC y ser vocal del Consejo
Técnico Asesor del Patronato "Santiago Ramodn y Cajal”.

Fue un investigador imaginativo, capaz de proponer nuevos conceptos y
defenderlos con pasién. Fue autor de la teoria de la funcidn citoarjé, de cytos
(célula) y arjé (dirigir), un modelo funcional de los sistemas vivos que empezo a
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dar a conocer aproximadamente a partir de 1955. El citoarjé seria una
estructura de caracter universal capaz de dirigir toda la actividad celular,
modulada en conjuncién con los factores ambientales. El propuso inicialmente
gue podria tratarse de una familia de nucleoproteinas responsables de las
caracteristicas de cada especie. Las nucleoproteinas propias de cada especie
forman el arjesoma y dirigen las operaciones de sintesis de la célula. La
presencia de otro organismo, simbidtico o parasitico, induce una sintesis
anormal en la célula huésped, que propuso designar como arjevirus. Aunque
Roman de Vicente dedicé una buena parte de sus esfuerzos a explorar las
implicaciones de estas ideas, trabajo también en otros campos como el cancer,
el analisis microbiolégico de alimentos y los estudios medioambientales. En
total, publicé alrededor de 100 articulos de investigacion, divulgativos y de
ensayo, asi como varios libros.

Recibié multiples reconocimientos nacionales e internacionales a su labor
cientifica. Destacan los premios “Leonardo Torres Quevedo" (1949) y "Alonso
de Herrera" (1962) en Espana, el Diploma de Honor, Consejo de las Ciencias,
Damasco (1969) y el Prix d’"Honeur (Hors-Concurs) y Medalla de Oro, Academie
Internationale de Lutéce, Paris (1978). Ademas, fue elegido Fellow de la World
Academy of Art & Science de Estocolmo (1963), Académico Correspondiente
de la Sociedad Argentina de Microbiologia (1966), Membro Honorario de la
Academia Nacional de Medicina de Rio de Janeiro (1967) y miembro de la
World Academy of Art and Science de Washington (1994).

A pesar de estos éxitos, su vida profesional no fue siempre sencilla,
probablemente a causa de lo poco convencional de sus ideas. Ademas de los
inevitables problemas de escasez de financiaciéon, encontré a menudo la
incomprensiéon de sus compafieros y tuvo muchas dificultades para que se
publicaran sus primeros articulos cientificos. Relata estas desventuras de
soslayo en su discurso de ingreso en esta Academia, en el que habla con carifio
del “Dr. Gonzalo Bilbao Agejas, que tanto batallé en compafiia del Dr. José
Garcia Vicente por la publicacién de mis trabajos”. En el mismo discurso
confiesa haber luchado contra “una idea de abandono, causada por un acoso
absurdo y permanente”.



En cuanto a su actividad en esta Academia, entré en ella como Académico
Correspondiente en 1962, propuesto por los Excelentisimos Sefiores Angel
Santos Ruiz, Manuel Lora Tamayo y Lorenzo Vilas Lopez. Su discurso de ingreso
tuvo por titulo “Accién de la temperatura en la determinacién de un foco de
intoxicacion alimenticia en alimentos congelados”. Posteriormente, ingreso
como Académico de NUmero tras ser propuesto por los mismos académicos
gue en la ocasion anterior y tomo posesion el 8-05-1986 de la medalla n2 15,
vacante por fallecimiento de Ramdn Turrientes y Miguel. Su discurso de toma
de posesion se titulé “Reflexiones sobre la biogénesis del ontos, ser, y del
oncos, tumor, en la unidad de la funcion citoarjé”. Fue adscrito a la Seccion 52,
entonces denominada de “Higiene y Deontologia”, y hoy Seccién 62 con el
nombre de “Historia, Legislacion y Bioética” de la que fue Presidente entre
1993 y 1999. También le correspondié pronunciar el discurso solemne del acto
protocolario de apertura de curso académico, el 18 de enero de 1990, para el
que eligid el titulo “El grave peligro de pensar”, un elaborado ensayo literario
sobre la libertad de expresion.



LA SINTESIS ORGANICA EN LA ERA DE LOS
FARMACOS BIOLOGICOS






1. INTRODUCCION

La palabra “sintesis” proviene del griego ouvBeolg, formada por ovv (junto
con) y B€o1g (colocacidn), por lo que etimolégicamente sintesis significa “poner
junto”, es decir, unir dos elementos para formar algo mas complejo. Esta
palabra se ha utilizado en el ambito de la quimica desde hace unos 300 afios,
antes de que existieran las ideas modernas sobre la estructura quimica y antes
incluso de la teoria atémica de Dalton.?

En lenguaje moderno, la sintesis quimica puede definirse como la construccion
planificada de compuestos por aplicacidon de reacciones quimicas. La sintesis, y
sobre todo la rama de ésta que se centra en la obtencién de compuestos
organicos, ha experimentado un progreso espectacular,*>®” hasta el punto de
gue se ha afirmado que es ya una ciencia madura y que cualquier molécula
organica razonablemente estable puede prepararse por los métodos sintéticos
conocidos con tal de que haya un suministro ilimitado de financiacion, tiempo
y mano de obra. Aunque es probable que esto sea cierto, también lo es que
nunca se dispondra de cantidades ilimitadas de los recursos mencionados, por
lo cual la investigacion en la mejora de los métodos existentes y en el
descubrimiento de otros nuevos continla siendo una de las partes mas
importantes de la Quimica Organica. De hecho, puede afirmarse que, a pesar
de sus éxitos, la sintesis organica esta todavia poco avanzada en muchos
aspectos cruciales por lo que estamos todavia muy lejos de disponer de
métodos sintéticos ideales.® ® Algunas facetas de la sintesis que serdn
presumiblemente la base de su crecimiento futuro son:

1. Mejora de métodos. A pesar de los progresos realizados, hay muchos
tipos de transformaciones que no se pueden llevar a cabo con la
metodologia actual y serian de gran importancia, entre todos los
campos de la ciencia, incluyendo el descubrimiento de nuevos

s 10
farmacos.

2. Quimica verde. La quimica sintética debe aspirar a causar la minima
perturbacién del entorno natural, y se esta poniendo cada vez mayor
énfasis en el desarrollo de métodos que contribuyan a este

P 11,12
objetivo.™
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3. Mayor eficiencia sintética. Implica el desarrollo de métodos capaces de
alcanzar rapidamente diversidad y complejidad estructurales a partir
de materiales de partida sencillos, normalmente mediante Ia

.z . .7 . ) 13,14
generacion de varios enlaces en una sola operacion sintetica.™

4. Automatizacion de métodos sintéticos, que permita disminuir el

. . . . 15,16,17,18
esfuerzo manual asociado a ellos y mejorar su eficacia.”™ ™"

5. Sintesis eficiente a escala industrial de moléculas complejas, tales
. 19
como productos naturales y sus analogos.

6. Sintesis organica de biomoléculas.

A pesar de lo tentador que resulta para mi desarrollar el tema con mayor
extension, no voy a dedicar este discurso a la sintesis organica como tal, sino a
su repercusion en el campo del descubrimiento de farmacos vy, sobre todo, a su
conexion con los farmacos bioldgicos. Por ello, de todos los puntos anteriores,
solo tocaré brevemente el ultimo, que guarda una estrecha relacién con otras
partes del discurso.

Puede considerarse que la investigacion en nuevos farmacos previa a su
estudio clinico consta de las tres grandes etapas que se resumen en la Figura
1.%° La sintesis organica es crucial en las tres, y el desafio al que se enfrenta es
el de desarrollar métodos que aumenten su probabilidad de éxito. Dada la
enorme amplitud de este tema, me voy a centrar sobre todo en la primera
etapa, es decir, la fase inicial de descubrimiento.

Fase de descubrimiento Fase de optimizacién Fase de manufactura
Disefio y sintesis de Optimizacion de las
moléculas organicas que moléculas de interés Preparacion a gran
formaran la quimioteca sobre identificadas en la fase escala de las moléculas
la que se realizaran los inicial. Relaciones seleccionadas
ensayos estructura-actividad.

Figura 1. Las tres etapas del descubrimiento de farmacos en las que interviene la
sintesis organica
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2. SINTESIS ORGANICA EN LA GENERACION DE NUEVAS MOLECULAS
CANDIDATAS A FARMACO: LA EXPLORACION DEL ESPACIO QUiIMICO

Puesto que, incluso en esta era de los farmacos bioldgicos, los farmacos son
predominantemente moléculas organicas pequefias, y en mi opinidn seguiran
siéndolo, voy a comentar algunos aspectos de la manera en que se generan
actualmente nuevos compuestos bioactivos (hits) que inician una linea de
optimizacion que quizd termine en un farmaco en el mercado.

Los farmacos conocidos actian sobre un total de aproximadamente 500 dianas
terapéuticas. Sin embargo, se ha estimado recientemente que hay unas 4.500
proteinas susceptibles de ser dianas terapéuticas,” de las cuales la mayoria
estan desaprovechadas. Por otra parte, solamente un 4% de los programas de
investigacion sobre nuevos farmacos en la industria farmacéutica conducen
finalmente a un farmaco en el mercado. Esta baja tasa de éxito de atribuye
principalmente a dos factores: (a) la informacién que proporcionan los
experimentos preclinicos no es trasladable a los resultados clinicos en
humanos; (b) la diana seleccionada puede no ser la mdas adecuada para
combatir la enfermedad en cuestién. Por estos motivos, es muy importante
gue se incremente el numero de proteinas identificadas como dianas
terapéuticas y que se descubran moléculas capaces de interaccionar con ellas.

El desarrollo de los métodos de ensayo de alta productividad (high-throughput
screening, HTS) ha hecho que la mayor parte de los proyectos de
descubrimiento de farmacos en la industria farmacéutica se inicien por el
estudio automatizado de una coleccidon de compuestos (una quimioteca) como
ligandos de una determinada diana que se considera prometedora para tratar
una enfermedad. Los resultados de esta fase inicial, de la que dependen todas
las posteriores, estan condicionados, obviamente, por la calidad de la
guimioteca investigada. En principio, es deseable que represente moléculas
con la mayor diversidad estructural posible, para que sea maxima la
probabilidad de que algunas de ellas se unan a dianas diversas. En otras
palabras, las quimiotecas empleadas en la busqueda de compuestos bioactivos
deben ocupar una regidn lo mas amplia posible del espacio quimico.
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El espacio quimico se define como el conjunto de todas las moléculas que
cumplen una serie de reglas estructurales establecidas previamente, y las
dimensiones de dicho espacio, en lugar de las coordenadas espaciales que nos
son familiares, son tres o mas propiedades de dichas moléculas. Esta nocién
puede aplicarse a otras situaciones, pero en el campo del descubrimiento de
farmacos el espacio quimico relevante es el que forman las moléculas con
actividad farmacoldgica. En la Figura 2 se representa el espacio quimico,
definido por tres propiedades que corresponden a los tres ejes de
coordenadas, y se indican regiones en las que existen determinadas
propiedades terapéuticas, asi como otra en la que existe actividad por via oral.

Las regiones del espacio quimico conocidas en la actualidad corresponden a las
estructuras de los productos naturales y de sintesis. Sin embargo, no existe
garantia de que estas regiones, que estan limitadas por los tipos de estructuras
a las que permiten acceder las rutas biosintéticas y las metodologias sintéticas
conocidas, sean las mas adecuadas para la busqueda de moléculas con
actividad biolégica. De ahi la importancia de la investigacion en nuevos
métodos de sintesis que permitan generar estructuras muy diferentes de las
conocidas actualmente.

), Actividad en
\ la diana A

>

- A

Actividad en
la diana C

/ Actividad en

la diana B

y y
,'/

Actividad

X oral

Figura 2. Representacion esquematica del espacio quimico
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La forma tradicional de conseguir diversidad estructural consiste en introducir
diferentes sustituyentes en torno a un nucleo comun; esta es la metodologia
empleada, por ejemplo, en la Quimica Combinatoria. Sin embargo, esta
manera de proceder conduce Unicamente a la ocupacién del espacio quimico
en torno al punto que corresponde al esqueleto no sustituido (Figura 3). Si se
desea poblar el espacio quimico de una manera mas completa y sistematica, lo
ideal seria empezar por generar una elevada diversidad de esqueletos vy
después una serie de analogos de cada uno de ellos (Figura 4). Esta estrategia
se conoce como “sintesis orientada a la diversidad” (diversity-oriented
synthesis, DOS)*>**#
reciente, ya que fue propuesta por Schreiber en 2000.%*

y, a pesar de su sencillez conceptual, es relativamente

Desde su introduccién, este concepto ha sido ampliamente aceptado como
herramienta para el estudio de procesos biolégicos mediante la gendmica y
protedmica quimicas, en las que se estudia la funcion celular de una proteina
mediante su bloqueo con moléculas organicas en lugar de utilizar una

25,26 , .
“> Por tanto, la sintesis

alteracién de los genes que codifican la proteina.
orientada a la diversidad esta resultando esencial para el campo de la Quimica
Bioldgica (traduccién habitual, aunque incorrecta, de Chemical Biology), que se
ocupa del estudio de los procesos bioldgicos utilizando como herramientas
moléculas organicas. También se han empleado con éxito métodos basados en
DOS para la identificacién de compuestos cabeza de serie en el ambito del

.. ; 27,28
descubrimiento de farmacos.””

Compuestos de . ,
- > Diversidad de
partida sencillos—» () <> sustituyentes ::>

Un esqueleto

Figura 3. Ocupacion del espacio quimico por manipulacion de un unico esqueleto. Cada
punto gris representa un compuesto derivado del esqueleto principal
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: . : sustituyentes ::> 0.0 % . L :
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' ' Diversidad de
< ’ sustituyentes . 0000 :.
1 1 Diversidad de ] ° o
O { sustituyentes O.O: o’e
: i 0o, °
,,,,,,,,,,,,,,, o000

Figura 4. Ocupacion del espacio quimico a través de la sintesis orientada a diversidad
(DOS). Cada punto gris representa un compuesto derivado de uno de los esqueletos
implicados

Una de las maneras de llevar a cabo una exploracion sistematica del espacio
quimico se representa en la Figura 5, y se conoce como estrategia de

.y . . . . -\ 20,29
construccion-emparejamiento-acoplamiento (build-couple-pair).”™

La etapa
de construccion implica simplemente la sintesis de los materiales de partida
adecuadamente funcionalizados para poder llevar a cabo las etapas
posteriores. En la fase de emparejamiento, se combinan dichos materiales,
idealmente en un solo paso mediante el empleo de reacciones
multicomponente, para dar lugar a un incremento inicial de complejidad.
Finalmente, en la fase de acoplamiento se aprovechan los grupos funcionales
presentes en los materiales de partida para llevar a cabo una reaccidn
adicional de generacién de complejidad estructural, generalmente mediante

procesos de ciclacion.
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@ Grupo funcional disefiado para la fase de acoplamiento (couple)
@ Grupo funcional disefiado para la fase de emparejamiento (pair), reaccion 1
@ Grupo funcional disefiado para la fase de emparejamiento (pair), reaccion 2

Figura 5. La estrategia construccidon-acoplamiento-emparejamiento (build-couple-pair)
para lograr diversidad estructural

No hay un método Unico para determinar el tamafio del espacio quimico, pero
a partir de algunas suposiciones de partida razonables (compuestos formados
por C, H, N, S, O, un maximo de 30 atomos y cuatro ciclos) se ha estimado en
10°® moléculas.’® Es un ndmero inmenso, dificil de concebir. Como referencia,
el Chemical Abstracts contiene 1,43 x 10° compuestos descritos en la
bibliografia quimica a partir de 1800*'y la edad del Universo es de 4,3 x 10"
segundos. No existe, por tanto, la posibilidad de sintetizar ni siquiera una
pequeiia fraccion de este conjunto de compuestos. Por este motivo, es
frecuente tratar de dirigir la construcciéon de quimiotecas DOS hacia regiones
del espacio quimico en las que se considere que existe una mayor probabilidad
de éxito. Una posibilidad es el empleo como guia de los productos naturales,
ya que se considera que han sido “optimizados” en el transcurso de la
evolucion para interaccionar con biomoléculas. Otra posibilidad es basar el
disefio de las quimiotecas en el concepto de estructura privilegiada. Se llama
asi a una serie de fragmentos estructurales, con frecuencia heterociclicos, que
estan incluidos en compuestos que han demostrado la capacidad de unirse a
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dianas farmacoldgicas variadas, por lo que se interpreta que dichas estructuras
. . _ . Y 32
tienen una especial afinidad por el material bioldgico.

Para ilustrar la construccién de quimiotecas basada en estos principios,
mencionaré dos ejemplos procedentes de mi grupo de investigacion. En el
primer caso, la quimioteca se construyé alrededor de un nucleo de
tetrahidropiridina, facilmente accesible a través de wuna reaccidon
multicomponente que previamente habiamos puesto a punto a partir de
materiales de partida sencillos y econdmicos. > Las transformaciones
posteriores incluyeron, entre otros, procesos de deshidrogenacién parcial®* o
completa,35 reacciones de reduccidén diastereoselectiva,*® de Povarov,®’ de
metétesis, **'*° de Diels-Alder® y de Pictet-Spengler. *° Algunas de estas
transformaciones se resumen en la Figura 6.

CHs
- CO:E
H
R— H

R 0o 7 N CO,E! o 0

ZRS ZR3 | ZR3
| ] e ]

CH, 0

e CH;
R* O IR T \ o
5
R Z | ZR3 R7
x \ P (0]
CHs
R olH m2 ZR®
)
H H CH; ZR®
0o
1
CHj

Figura 6. Ejemplos de construccién de quimiotecas orientadas a diversidad a partir de
derivados de 6-alcoxi-1,4,5,6-tetrahidropiridina procedentes de una reaccién
multicomponente
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En el segundo ejemplo, las moléculas estan construidas sobre nucleos de pirrol

procedentes también de una reaccidon multicomponente, que en este caso se

, .. s 41,42,43
llevé a cabo en condiciones mecanoquimicas.”™ "> Algunos de los procesos de

ciclaciéon que se llevaron a cabo posteriormente para dar lugar a diversos

T 44 .
esqueletos heterociclicos™ se resumen en la Figura 7.

o
OEt
[
N Re
CAr | o
OR, LA s OEt
I\ T [\ COEt
N
Rs Rs~ N .,
= [ ‘OCHj
\ /"II;ICR mecanoquimicE‘x\ /
0 COR3
ORg ; s
1 \ ! R4 R2 R4 COR3
N CH; -—— ' 0O > :
" RS RSTM\7TRZ
n 0 e, L
/ S Rl
R o e \
OR,
\ l
! N CH3
n
HsC Jh CHs
J—OFEt EtO /N N OEt
— Y
n=1,2 o 0

Figura 7. Ejemplos de construccién de quimiotecas orientadas a diversidad a partir de
derivados de pirrol procedentes de una reaccién multicomponente
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3. SINTESIS ORGANICA CON BIOMOLECULAS COMO SUSTRATOS

Dando por sentada la relevancia de la sintesis en el descubrimiento y
obtencion de farmacos con estructura de moléculas organicas pequeiias,
quisiera hablar ahora de su importancia en los farmacos biolégicos, donde
puede no resultar tan evidente. Dedicaré, por tanto, el resto del discurso a
este aspecto del descubrimiento de farmacos.

3.1. MODIFICACION QUIMICA DE PROTEINAS

La modificacion quimica de las cadenas laterales de determinados
aminoacidos, formando éstos parte de una proteina, permite la posterior
manipulacion quimica de ésta y constituye el ejemplo mas sencillo de sintesis
organica realizada sobre una biomolécula como sustrato. Por ejemplo, la
elevada nucleofilia del grupo mercapto de la cisteina permite su alquilacién
con derivados de maleimida a través de reacciones de adicion de Michael
(Figura 8).

Figura 8. La adicidon de Michael de un residuo de cisteina contenido en una proteina a
un derivado de maleimida

Esta transformacion ha encontrado numerosas aplicaciones. Por un lado, es un
método muy eficaz para fijar covalentemente proteinas a soportes sdlidos para
estudiar después su afinidad por colecciones de moléculas. Como ejemplo, se
representa en la Figura 9 el método empleado por Schreiber para fijar una
proteina a una lamina de vidrio, aprovechando que éste contiene grupos
silanol, para posteriores estudios de Quimica Bioldgica de quimiotecas
orientadas a diversidad.*
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Figura 9. Fijacidn covalente de proteinas a soportes sélidos

Las adiciones de Michael a unidades de maleimida se han utilizado también
para lograr la conjugacién de farmacos de estructura polipeptidica con
proteinas transportadoras. Un ejemplo es el caso de las incretinas, una familia
de polipéptidos que resultan muy prometedores en el tratamiento de la
diabetes®® pero que, como es habitual en este tipo de biomoléculas, son
inadecuadas como farmacos a causa de su reducida duracion de accion, que se
debe a su metabolismo por parte de una dipeptidasa plasmatica (DPP-IV) y a
su rapida eliminacién por via renal. Una manera de retrasar ambos procesos
consiste en asociar el péptido a seroalbumina, que dificulta el acceso de las
peptidasas y, a causa de su gran tamafio, evita la filtracion glomerular. El
antidiabético experimental CJC-1131 consta de una molécula de GLP-1, la
incretina natural humana, modificada por sustitucion del segundo residuo de
L-Ala por D-Ala, con objeto de dificultar su hidrdlisis por DPP-IV, y a la que,
ademas, se ha afadido un resto de lisina a su extremo C-terminal. El grupo
amino de esta lisina se une, a través de un espaciador, a un fragmento de
maleimida. Una vez en el plasma, la maleimida reacciona con residuos de
cisteina de la albumina y da lugar al sistema conjugado (Figura 10).
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Figura 10. Producto conjugado formado in vivo por reaccién entre el farmaco CJC-1131
y la albdmina

3.2. QUIMICA CLICK

Una reaccion de bioconjugacion puede definirse como una reaccién sintética
gue tiene como sustrato al menos una biomolécula, dando lugar a un enlace
covalente. Las biomoléculas modificadas sintéticamente que se generan asi

tienen muy diversas aplicaciones, que incluyen:

Monitorizacién de procesos celulares.

Estudios de distribucion de proteinas.

Estudios sobre la funcionalidad de enzimas.
Vectorizacién de farmacos hacia lugares especificos.

ARl o

Generaciéon de imagenes de biomarcadores.
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En sintesis organica, la expresion “quimica click” no designa, en principio, a
una reaccidn concreta, sino a un concepto que pretende imitar la manera en la
que la naturaleza construye sus estructuras, y que busca, entre otros objetivos,
lograr la compatibilidad entre la sintesis quimica y las moléculas bioldgicas. En
general, la quimica sintética que cumpla esa condicién se describe como

“quimica bioortogonal”, en el sentido de que no interfiere las reacciones

I» 47,48

bioquimicas (es “ortogonal” a ellas).
El concepto de reaccidn click fue propuesto inicialmente por Sharpless. Una
reaccion debe reunir las siguientes condiciones para poder ser calificada como

49
tal:

Tener lugar en una sola operacion sintética.

Dar rendimientos muy altos

Dar lugar a productos de elevada estabilidad

Generar un minimo numero de subproductos no téxicos.

Ser rapida, irreversible y transcurrir con elevado rendimiento.
Permitir la construccién modular de estructuras complejas.

Ny ks wN e

Si se va a llevar a cabo en un entorno bioldgico, ser compatible con el
agua.

La primera reaccién que se considerd de forma generalizada como merecedora
de ser calificada como click es la cicloadicion 1,3-dipolar entre alquinos y
azidas para dar derivados de 1,2,3-triazol. Esta reaccién fue descrita por
primera vez por Huisgen, quien la llevd a cabo en condiciones térmicas y
encontré que se formaban los dos posibles productos regioisoméricos, con
estructuras de triazol 1,4- y 1,5-disustituidos.”>** En el afio 2002, Meldal, por

2y Fokin y Sharpless, por otro, >> descubrieron de forma

un lado,
independiente una eficaz catalisis de esta cicloadicién en presencia de sales de
Cu(l). Esta variante de la reaccion de Huisgen suele designarse de forma
abreviada como CuAAC (copper-catalyzed azide—alkyne 1,3-dipolar
cycloaddition), y tiene la ventaja respecto a la reaccién original de poder
llevarse a cabo a temperatura ambiente y ser regioselectiva, ya que
proporciona exclusivamente triazoles 1,4-disustituidos. Unos afios después
Fokin y Jia describieron un catalizador de rutenio que permite llevar a cabo una

reaccion andloga, que se conoce como RUuAAC (ruthenium-catalyzed azide—
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alkyne 1,3-dipolar cycloaddition) y que proporciona de forma regioselectiva

triazoles 1,5-disustituidos (Figura 11).>*>
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Figura 11. Variantes de la cicloadicion 1,3-dipolar entre azidas y alquinos

La reaccion CuAAC ha encontrado una gran aplicacion en Quimica
Farmacéutica y en Quimica Bioldgica, empleandose muy a menudo para lograr
la unién de dos fragmentos activos en una sola molécula.®®>” >89 gjn
embargo, como regla general no puede llevarse a cabo en entornos biolégicos
a causa de la elevada toxicidad de las especies de Cu(l) y de su desactivacion
como catalizadores por coordinaciéon con diversos grupos funcionales de las
biomoléculas. Aunque recientemente se han encontrado formas de superar
parcialmente esta limitacién,® estos problemas han servido de estimulo para
el desarrollo de reacciones de cicloadicion que no requieran catalizadores
metalicos. La primera se debe al grupo de Bertozzi, y aprovecha la elevada
reactividad asociada a la tensiéon angular de alquinos cuyo triple enlace
pertenece a un carbociclo de ocho miembros, que se incrementa mediante la
presencia de dos atomos de fluor, fuertemente aceptores, en la posicidon
vecina. A partir de estos sustratos altamente reactivos, la reaccién de
cicloadicién dipolar tiene lugar en condiciones suaves, aunque, al faltar el
efecto director del catalizador de cobre, proporciona los dos regioisémeros
posibles (Figura 12).%? Esta estrategia ha sido designada como strain-promoted
azide—alkyne 1,3-dipolar cycloaddition (SpAAC).
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Una alternativa a los cicloalquinos son los cicloalquenos de configuracion
trans, especialmente el trans-cicloocteno, que estd muy tensionado como
consecuencia de la distorsion que induce en el anillo carbociclico la geometria
del doble enlace.

(@ R'-N=N+=N- Ry Ny NAUNAR
+ SpAAC —( F —( F
__ E E— +
= R F R+ F
R F
(b) R1-N=N+=N-

W
N

@ A, SPAAC /_S

R+ = R— — > R— + RT

Figura 12. La estrategia SpAAC. (a) Reaccién de cicloadicién 1,3-dipolar con derivados
de ciclooctino. (b) Reaccion de cicloadicion 1,3-dipolar con derivados de trans-
ciclohexeno

Se han utilizado otras reacciones de cicloadicion como base para procesos de
bioconjugacion. La cicloadicion [4 + 2] es la clasica reaccion de Diels-Alder, en
la que se forma un ciclo de seis eslabones a partir de un compuesto de partida
gue aporta cuatro atomos al nuevo anillo y que contiene dos dobles enlaces
conjugados (dieno) y de un segundo compuesto, del que proceden los dos
atomos restantes del nuevo anillo y que contiene un doble enlace aislado
(denominado diendfilo). Aunque existen ejemplos de su uso en reacciones de
bioconjugacion, tiene el inconveniente de que el aducto puede revertir a los
compuestos de partida. Una manera de superar este problema es emplear
como dieno un sistema de 1,2,4,5-tetrazina, ya que en ese caso el aducto
inicialmente generado evoluciona rapidamente por pérdida de una molécula
de nitrégeno y no tiene la opcién de regenerar los compuestos de partida
mediante un mecanismo de tipo retro Diels-Alder (Figura 13). La reaccion de la
tetrazina con alquenos se clasifica como un proceso hetero Diels-Alder de
demanda electrénica inversa (iEDDA) porque en ella el diendfilo es de baja
densidad electrdnica.
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Figura 13. Reacciones de Diels-Alder convencionales y empleo de 1,2,4,5-tetrazina
como heterodieno de demanda electrénica inversa

Se resume a continuacién un ejemplo relativamente sencillo de aplicacion de
estas técnicas a la sintesis de sistemas de transporte de farmacos.

La incorporacion de anticuerpos a la superficie de nanoparticulas, dando lugar
a inmunonanoparticulas, permite incrementar la selectividad y especificidad
de su distribuciéon en comparacién con las nanoparticulas de actuacién
pasiva.® Los polimeros anfifilicos tienen la propiedad de autoensamblarse en
contacto con el agua dando lugar a una nanoestructura que tiene el interior
lipéfilo y puede encapsular moléculas organicas y una corona hidréfila exterior,
gue queda expuesta al ambiente acuoso. Si se incorporan anillos de furano al
polimero, las nanoparticulas correspondientes los presentardan hacia el
entorno acuoso. Schoichet demostré que la adicidon de anticuerpos a los que se
habia incorporado una unidad de maleimida daba lugar reacciones de Diels-
Alder que permitian la unin covalente de ambas estructuras. Esta técnica
permitié la preparacion de nanoparticulas asociadas covalentemente a
trastuzumab, un anticuerpo monoclonal dirigido a HER-2. Esta proteina es una
diana muy importante en varios tipos de tumores, especialmente de mama
(Figura 14).
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Figura 14. Sintesis de inmunonanoparticulas por reacciones de Diels-Alder. La
estructura del fragmento extracelular de HER-2 unida al fragmento Fab del
trastuzumab ha sido representada con Chimera 1.10 a partir de pdb 1n8z
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4. SINTESIS ORGANICA INTRACELULAR

4.1. PROTEOMICA QUIMICA. APLICACIONES DE LA SINTESIS IN VIVO AL
DIAGNOSTICO POR IMAGEN

La protedmica quimica se basa en el uso de moléculas organicas como sondas
para investigar la distribucién y funcion de las proteinas, proporcionar
informacidon sobre las interacciones entre éstas y validar nuevas dianas
farmacolégicas. Esta nueva rama de la ciencia es actualmente esencial en el

.. . 64,65,66,67
descubrimiento y desarrollo de farmacos.”™ ">

La formacion de imagenes basada en fluorescencia permite la visualizacién no
invasiva de las biomoléculas para investigar sus funciones. Por este motivo, el
descubrimiento de la proteina verde fluorescente, premiado con el premio
Nobel de Quimica en 2008,% supuso una revolucién en muchas areas de la
biologia. EI empleo de la quimica bioortogonal, cuyos principios se han
resumido brevemente en el apartado anterior, ha permitido llevar a cabo
estudios celulares de la interaccion entre moléculas pequefias y proteinas.®
Como ejemplo, se resumen a continuacién algunos estudios basados en el
empleo de 1,2,4,5-tetrazinas en reacciones hetero Diels-Alder de demanda
electrénica inversa (iEDDA).”°

En una aproximacion a la localizacién de la diana intracelular de un farmaco, se
puede introducir en un cultivo celular un andlogo de dicho farmaco que se
haya modificado mediante la introduccion de un fragmento de trans-
cicloocteno en una parte de la molécula que, de acuerdo con estudios de
relacion estructura-actividad previos, no sea esencial para la interaccion con su
diana. De entre las miles de proteinas presentes en la superficie o el interior de
la célula y que forman el proteoma de ésta, este compuesto debe unirse
selectivamente a su diana. Si a continuacion se adiciona un derivado de
tetrazina, dotado de fluorescencia para facilitar la monitorizacién del proceso,
debe tener lugar una reaccidon hetero Diels-Alder en la que se genera una
union covalente entre el farmaco y el fragmento de tetrazina. Puesto que el
farmaco, a su vez, se encuentra unido a su diana, el proceso induce la emisién
fluorescente por parte de ésta (Figura 15). Este método ha permitido la
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localizacién intracelular de la diana de un elevado nimero de farmacos,
. 71 . 72 73 - 74
incluyendo el taxol,”” olaparib,’” foretinib”® y dasatinib,”” entre otros muchos.

.. Proteoma

Célula viva

Marcaje fluorescente de
proteinas dentro de la célula

Figura 15. Localizacién de la diana intracelular de un farmaco basada en su marcaje
covalente con derivados fluorescentes de tetrazina. Etapa 1: Unién a su diana de un
farmaco, al que se ha incorporado un resto de trans-ciclooctenilo. Etapa 2: Marcaje
fluorescente de la proteina unida al farmaco por medio de una reaccidn hetero Diels-
Alder del fragmento de trans-ciclohexeno con un derivado fluorescente de 1,2,4,5-
tetrazina

Esta aproximacion requiere, obviamente, disponer de derivados fluorescentes
de la 1,2,4,5-tetrazina que actien como marcadores. Se ha descrito un gran
numero de compuestos de este tipo, muchos de los cuales son actualmente
comerciales. En la Figura 16 se representan algunos ejemplos representativos,
derivados de conocidas estructuras altamente fluorescentes como el BODIPY
(compuesto 1), la cumarina (HELIOS 347Me) y la rodamina (Rh-5-Tz).
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HELIOS 347Me

Figura 16. Algunos derivados fluorescentes de 1,2,4,5-tetrazina

Esta metodologia permite también el marcaje fluorescente de proteinas para
las que no se dispone de ligandos conocidos. En una primera etapa, se procede
a la modificacién de la proteina que se desea estudiar mediante la
incorporacién de un aminodacido no natural portador de un resto de trans-
ciclooctenilo, utilizando técnicas de genética molecular. En una segunda etapa,
la reaccién del fragmento de trans-cicloocteno con un derivado fluorescente
de 1,2,4,5-tetrazina conduce al marcaje covalente de la proteina (Figura 17).

N
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Figura 17. Marcaje fluorescente de una proteina para la que no se conocen ligandos

4.2. HACIA EL DISENO DE RUTAS METABOLICAS ARTIFICIALES

El metabolismo celular es un proceso extremadamente complejo, en el que
centenares de enzimas catalizan multiples reacciones de manera orquestada.
Puede especularse con la posibilidad de disefiar e implementar dentro de las
células rutas metabdlicas artificiales, compatibles con los naturales vy
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destinados a la curacidon de enfermedades metabdlicas o, en general, a la
manipulacion de la actividad de las células de maneras dificiles de imaginar
hoy en dia.

Para poder avanzar hacia objetivo, todavia lejano, de la creacion de rutas
metabdlicas artificiales es necesario el desarrollo de catalizadores y reacciones
gue permitan llevar a cabo quimica sintética compatible con el ambiente
celular, que puede o no corresponder a reacciones presentes en la
naturaleza.” Aunque este es un terreno casi sin explorar, es interesante
destacar que ya se han logrado llevar a cabo varias clases de reacciones
catalizadas por metales de transicion en entornos bioldgicos, incluyendo el

. . , . 76,77 ,78,79, 80
interior de células vivas. """ "® "7

Estas reacciones son especialmente
significativas debido a que, a pesar de la gran versatilidad de las enzimas como
catalizadores, hay muchos tipos de transformaciones sintéticas de gran
relevancia que no pueden ser logradas con las enzimas conocidas, como las
indicadas en la Figura 18 (entre otras muchas). En cambio, estas reacciones
son posibles en presencia de catalizadores basados en determinados metales

de transicion.
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Figura 18. Algunas reacciones de formacién de enlaces carbono-carbono que no son
catalizadas por enzimas

El grupo del profesor Mascarefias, en la Universidad de Santiago de
Compostela, es muy activo en este campo, habiendo descrito, entre otras,
reacciones catalizadas por paladio localizadas en la mitocondria, organulo que
es particularmente activo en el metabolismo oxidativo, ' y reacciones
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catalizadas por oro o rutenio que pueden llevarse a cabo en paralelo en el
interior de células de mamifero.®? Para dar una idea de las dificultades que
deben superarse en el desarrollo de este tipo de quimica, comentaré con
cierto detalle las ultimas transformaciones mencionadas.

Un primer paso en el desarrollo de quimica compatible con entornos celulares
es el de la utilizacién de agua como medio de reaccidn. Esta etapa inicial no es
trivial, ya que en general los compuestos organicos son muy poco solubles en
agua y, ademas, en el caso de las reacciones catalizadas por especies
organometalicas, éstas no suelen ser estables al contacto con el agua. Por ello,
el primer objetivo fue poner a punto un complejo de estructura Au(l)Cl [L],
donde L representa un ligando, que sirviera como catalizador en medio
acuoso. La eleccion de derivados de cloruro de oro (I) se debié a que sus
complejos suelen ser tolerantes al aire y la humedad, aunque tienen el
inconveniente de que su reactividad suele ser baja a no ser que se adicionen
sales de plata, que captan el anidn cloruro y promueven la reacciéon. Un
descubrimiento prometedor fue que, en una reaccion modelo llevada a cabo
en agua, la presencia de sales de plata fue innecesaria, lo que indicé que el
agua puede llevar a cabo el papel de estabilizacion del anién cloruro. Se
procedidé entonces a estudiar la hidroarilacién intramolecular del sustrato 1 al
derivado fusionado de cumarina 3 en presencia de una serie de complejos de
oro, encontrandose que la reaccién, aunque lenta, procedia con buen
rendimiento pero se necesitaba la presencia de un 20% de acetonitrilo por
limitaciones de solubilidad del material de partida. Se investigd después la
citotoxicidad de los compuestos 1y 3 y de los catalizadores empleados frente a
células Hela, encontrandose una casi total ausencia de toxicidad para los
compuestos organicos. De los catalizadores ensayados, 2 resultd ser también
poco citotéxico y fue seleccionado para llevar a cabo los estudios posteriores.
Finalmente, se demostré la aparicién de la fluorescencia propia del compuesto
3 en el interior de células Hela tratadas con el precursor 1y el catalizador 2
(Figura 19).
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Figura 19. Reaccién de hidroarilacién intramolecular catalizada por Au(l) en el interior
de células Hela

Para completar el estudio, se investigd la posibilidad de llevar a cabo una
segunda reaccion, catalizada en este caso por rutenio, en las células en las que
previamente se habia llevado a cabo la reaccién catalizada por oro. Para ello,
se incubaron dichas células con el compuesto fluorescente 4 y un catalizador
de rutenio, observandose la reaccion de O-desalilacién mostrada en la Figura
20. Es importante destacar que este experimento demostré por primera vez la
posibilidad de llevar a cabo en una célula dos reacciones catalizadas por
metales de transicion en paralelo, sin interferencia entre ellas. En otras
palabras, las reacciones no solo fueron bioortogonales (compatibles con la
célula viva en la que se llevaron a cabo), sino también ortogonales entre si.
Este tipo de comportamiento es indispensable si se pretende, en el futuro,
disefiar rutas metabdlicas artificiales, en las que deberan coexistir numerosas
especies cataliticas.

Figura 20. Reaccién de O-desililacion catalizada por un complejo de rutenio en el
interior de células Hela previamente incubadas con los compuestos 1y 2
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Una reaccion crucial en la sintesis organica moderna es la metatesis, cuya
importancia fue reconocida con la concesion del premio Nobel de Quimica de
2005. Recientemente, Ward ha descrito por primera vez una reaccion de
metétesis llevada a cabo en el interior de una célula.® Para proteger el
delicado catalizador de rutenio necesario para llevar a cabo la reaccion, se cred
una enzima artificial a partir de la proteina estreptavidina, que contiene un
profundo bolsillo que presenta una gran afinidad por la biotina. Sintetizaron,
por otra parte, un compuesto que combina la biotina con uno de los
catalizadores mas empleados para promover la reaccion de metatesis, una
especie de rutenio conocida como catalizador de Hoveyda-Grubbs de segunda
generacion. Se administré este compuesto hibrido a bacterias que habian sido
modificadas para expresar estreptavidina en su periplasma, lo que condujo a la
formacion en dicho espacio celular de una enzima artificial dotada de un
centro catalitico de rutenio y capaz de catalizar reacciones de metatesis como
la que se muestra en la Figura 21.
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Figura 21. Reaccién de metatesis catalizada dentro de una célula por una enzima
artificial. Se muestra la estructura de rayos X del complejo estreptavidina-biotina,
representado con Chimera 1.10 a partir de pdb 1mk5.
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5. OBTENCION Y MEJORA DE FARMACOS BIOLOGICOS MEDIANTE
SINTESIS ORGANICA

Desde el punto de vista estructural, la mayor parte de los farmacos bioldgicos
son proteinas, polisacaridos, o bien estructuras mixtas de tipo glicoproteina.
Los farmacos bioldgicos se obtienen a partir de seres vivos utilizando
tecnologias de ADN recombinante vy, a diferencia de las moléculas organicas
pequefias, son mezclas de numerosas especie quimicas. Aunque es frecuente
considerar los farmacos bioldgicos y los de sintesis como pertenecientes a
ambitos distintos que ademds compiten entre si, los avances de la sintesis
organica estan haciendo que la frontera entre ambos campos sea cada vez mas
borrosa. Dichos avances estan permitiendo lograr la obtencidon de farmacos
biolégicos en forma de una especie quimica pura con un control completo de
su estructura, lo que inevitablemente debe tener consecuencias sobre sus
propiedades terapéuticas.

5.1. VACUNAS SINTETICAS

Las vacunas se han obtenido tradicionalmente a partir de bacterias o virus
enteros, que han sido previamente alterados o inactivados para reducir su
virulencia (Figura 22). Sin embargo, este método conduce a una considerable
variabilidad entre lotes, asi como a reacciones imnunoldgicas improductivas y

Vacunas convencionales Vacunas sintéticas

..............................

Diseno racional

O 2 Péptidos
O O =) Carbohidratos

E Antigenosﬁ Moléculas

Sintesis
EE—
pequefas
Proteina  Espaciador
transportadora

Inactivado

Figura 22. Diferencia esquematica entre vacunas convencionales y vacunas sintéticas.
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la posibilidad de reversion del organismo a formas virulentas cuando se
emplean patdgenos vivos. Estos problemas se pueden evitar, en principio,
utilizando vacunas sintéticas, en las que el antigeno se conjuga a una proteina

. N . . 84
transportadora, permitiendo un disefio racional del producto final.

5.1.1. Vacunas sintéticas peptidicas

La sintesis de péptidos en fase sdlida (SPPS), introducida por Merrifield, supuso
una novedad tecnoldgica que aceleré notablemente la investigacion en
guimica y biologia de los péptidos y permitié a su creador ser galardonado con

82856 pasa en el anclaje del péptido en

el premio Nobel de Quimica en 1982.
crecimiento a una resina, lo que permite emplear grandes excesos de los
reactivos y llevar a cabo las etapas de purificaciéon por simple lavado (Figura

23). De esta manera, los rendimientos de cada paso individual aumentan hasta

c”
H © CF3CO.H, N
Resina de Merrifield soc N W)LO | x CHzclz 2 \‘)k
+ Anclaje R _ Desprotecc:on
H inicial
CO,Cs
BOC™ Y BOC .N__CO:H | Acoplamiento
! T del segundo
aminodcido
DCC
pn o f ogﬁcng, o9
— Il
HoN YC N j)L 0 2Ll2 NG
. F — 5oy
R R O Desproteccion R2
Desanclaje
de la resina
Fo H,N éC:') s i
oY \A)LOH
R2 R!

Dipéptido

Figura 23. Un ejemplo sencillo de sintesis de péptidos en fase sélida (SPPS),
consistente en la preparacién de un dipéptido utilizando el grupo tert-
butiloxocarbonilo (BOC) como protector del grupo amino y DCC como reactivo de
activacion del carboxilo
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niveles casi cuantitativos. Esto es crucial para poder producir péptidos de
interés bioldgico, que suelen contener un numero considerable de
aminoacidos, ya que la existencia obligatoria de etapas de activacién y
desproteccién después de anadir cada aminoacido hace que el numero total
de etapas de sintesis sea muy elevado.

En la figura 24 se representa esquematicamente una vacuna peptidica tipica.
En este caso, la proteina transportadora es la hemocianina de la lapa
californiana (Megathura crenulata). Esta glicoproteina, conocida generalmente
como KLH, un acréonimo de su nombre en inglés (keyhole limpet hemocyanin),
induce una potente respuesta inmunoldgica y se emplea a menudo como
elemento de transporte de haptenos. KLH se une al resto de la vacuna
mediante la reaccidn de un residuo de cisteina con una unidad de maleimida
del fragmento espaciador, que a su vez se combina con diversos fragmentos
peptidicos inmunogénicos que se unen al espaciador peptidico mediante

quimica click.

Adicion de Michael
a maleimida

Péptido 1

Cicloadicién’
1,3-dipolar .

Péptido 2

Proteina transportadora
(KLH)

Figura 24. Estructura de una vacuna peptidica tipica

Como ejemplo representativo una vacuna totalmente sintética obtenida

mediante técnicas de sintesis en fase sdlida, comentaré el caso de un péptido
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utilizado en el campo del tratamiento de enfermedades neurodegenerativas.
Hace tiempo que se trabaja en la inmunoterapia de la enfermedad de
Alzheimer mediante el empleo de anticuerpos contra la proteina -amiloide.
Sin embargo, esta estrategia no ha dado lugar a mejoras en las capacidades
cognitivas de la mayor parte de los enfermos en los que se ha ensayado, y
ademds va acompafiada de efectos toxicos de origen autoinmune.’” En este
contexto, resulta prometedora la vacuna UB-311, que esta en fase Il de estudio
clinico y se compone de dos péptidos catidnicos obtenidos por sintesis en fase
solida y formados por el fragmento 1-11 de la proteina B-amiloide y dos
epitopos peptidicos de linfocitos T cooperadores (Figura 25).%

Ap1-11 MvF5Th

DAEFRHDSGYE EK-KKK_| ISITEIKGVIVHRIETILF|

AB1-11 HBsAg3 Th =

[DAEFRHDSGYE |- eK—{ KKKIITITRIITITID]

Figura 25. Estructura de la vacuna totalmente sintética UB-311

5.1.2. Vacunas sintéticas glucopeptidicas

Las células estan recubiertas de glicoproteinas, y los oligosacaridos
pertenecientes a éstas tienen un papel importante en los fendmenos de
reconocimiento e interaccién entre células y de células con la matriz
extracelular. Una caracteristica universal de las células tumorales es que
experimentan cambios en sus patrones de glicosilacién, por lo cual estos
carbohidratos modificados (tumor-associated carbohydrate antigens, TACAs)

89,90
" Las

pueden servir de antigenos en el disefio de vacunas contra el cancer.
dificultades encontradas en el aislamiento y purificacion de estos antigenos a
partir de fuentes naturales han llevado a plantear su obtencién por técnicas de
sintesis organica.”

Inicialmente se obtuvieron vacunas correspondientes a un solo antigeno,
destacando las que desarroll6 el grupo del profesor Danishefsky en la
universidad de Columbia y el Memorial Sloan-Kettering Cancer Center de
Nueva York a partir de Globo-H, un hexasacdrido que se encuentra
sobreexpresado en las superficies de muchos tumores.”? Este compuesto se
conjugd a la hemocianina KLH, ya mencionada (Figura 26). Otros antigenos
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utilizados en vacunas de este tipo han sido Lewis’ (Le) y fucosil GM1, entre
otros. Algunas de estas vacunas han alcanzado fases avanzadas de ensayo
clinico. Por ejemplo, Adagloxad simolenin (OBI-822) esta en fase Ill para cancer
de mama.

HO oH  HO oH  HO OH
0 o o}
Homo\mo&
0
NHAc O o4 HO OH
HsC o] o} o}
e OH HO o @
HO OH OH \L

Globo-H |

Espaciador

Figura 26. Estructura de una vacuna construida a partir del antigeno hexasacaridico
sintético Globo-H y la proteina KLH. La proteina procede de pdb 4bed y se ha
representado con Chimera 1.10

Las vacunas portadoras de un Unico antigeno tienen el inconveniente de que
responden solo a uno de los multiples antigenos presentes en la superficie de
los tumores. Aunque, en principio, este problema podria resolverse mediante
la administracion conjunta de varios antigenos asociados a un tumor
determinado, esta aproximacion tiene las desventajas de suponer la
administracién de una cantidad muy elevada de la proteina transportadora y
de ser mas compleja desde el punto de vista sintético por requerir varias
etapas de conjugacién oligosacarido-proteina, que son la etapa mas dificil de
todo el proceso. Ademas, a la hora de comercializar una vacuna de este tipo
seria necesaria la validacion de cada componente desde el punto de vista
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regulatorio. Por estos motivos, se ha disefiado una segunda generacion de
antigenos multidiana, que contienen varios fragmentos oligosacaridicos
capaces de reconocer diversos antigenos, representandose dos ejemplos en las
Figuras 27 y 28. Cabe destacar que la preparacion totalmente sintética de
estructuras con semejante nivel de complejidad fue posible Unicamente
gracias a un largo proceso previo de investigacion basica sobre nuevos
métodos de sintesis de oligosacaridos, que no comentaré con detalle.

HO
Ho A\ O
HsC o
) HO
HOHO\ O o) OH
OH (e}

HO
GloboH O on Ho S HO OH
(0] o 0
0 HO HO
" AN AcHN
o o o

Figura 27. Estructura de una vacuna multidiana, construida a partir de varios antigenos
oligosacaridicos y la proteina KLH
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Figura 28. Estructura de una vacuna multidiana, construida a partir varios antigenos
oligosacaridicos y un péptido tripalmitoilado como estructura transportadora

La preparacion de vacunas basadas en oligosacaridos totalmente sintéticos se
ha aplicado también al caso del sindrome de inmunodeficiencia adquirida
asociada al virus VIH. Para ello, se han disefiado y sintetizado antigenos
oligosacaridicos correspondientes a la glicoproteina gp120 de la superficie del
virus, que se caracterizan por su alto contenido en manosa y que se unen con
gran afinidad al anticuerpo humano 2G12.2 En la Figura 29 se representa la
union de dicho anticuerpo a un oligosacarido de estructura MangGIcNACc,,

. / 94
presente en la glicoproteina.
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Manosa !
N-Acetilglucosamina ;

Figura 29. Unién de la fraccién Fab del anticuerpo 2G12 a un oligosacarido de
estructura MangGIlcNAc,. Figura generada con Chimera 1.10 a partir de pdb 10p5.

5.2. SINTESIS QUIMICA DE BIOMOLECULAS NATURALES

Un buen ejemplo de la capacidad de la quimica sintética de generar
biomoléculas complejas es la sintesis total de la eritropoyetina (EPO), una
glicoproteina de gran importancia por su papel en la regulacion de la
producciéon de eritrocitos y que supone un mercado de 10 €/afio. La
eritropoyetina aislada de fuentes naturales presenta una elevada
heterogeneidad en lo que se refiere a su patrén de glicosilacién, lo que hace
qgue las EPOs comerciales son diferentes entre si, difiriendo en sus glicanos en
funcion de las células utilizadas en su produccion y de otros factores. Ademas,
estos factores hace que sean mezclas de varias especies quimicas.
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El desarrollo de un método de sintesis puramente quimica de la eritropoyetina
permitiria disponer de las diversas variantes de la eritropoyetina en forma de
una especie quimica Unica y estudiar las propiedades de cada una de ellas.
Todo ello daria lugar al establecimiento de relaciones estructura-actividad de
la porcién oligosacaridica, con la posibilidad de producir la especie mas activa,
asi como preparar analogos no naturales que contribuirian, a su vez, a las
relaciones estructura-actividad. La gran dificultad de esta tarea queda patente
al considerar que, ademas de los fragmentos de oligosacarido, la
eritropoyetina se compone de 166 aminoacidos. Como prueba visual de su
complejidad, se muestran en la Figura 30 los fragmentos peptidicos y
glucidicos de una de las glicoformas de la eritropoyetina humana.

Fraccion peptidica (60% de M) Fraccion glucidica (40% de M)
Figura 30. (a) Estructura del fragmento peptidico de la eritropoyetina, generada con
Chimera 1.10 a partir de pdb 1buy. (b) Estructura de los fragmentos glicosidicos de la
glicoforma 1 de la eritropoyetina humana.

La sintesis de péptidos del tamafio de la eritropoyetina no puede abordarse
por las técnicas convencionales ya que, aunque la sintesis de péptidos en fase
solida fue revolucionaria en su momento y ha permitido avanzar
enormemente en el estudio de estas biomoléculas, su aplicacion esta limitada
por el enorme numero de pasos de reaccion implicados, teniendo en cuenta
qgue la incorporacion de cada aminodcido implica etapas de activacion,
acoplamiento y desproteccion. Por ejemplo, la sintesis de un péptido de 16
aminoacidos supone 50 pasos de reaccion, y aun admitiendo que cada uno de
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ellos transcurra con un excelente rendimiento del 95%, el rendimiento global
del proceso seria tan solo del 7,7% (0,95°° x 100). Ademds de la longitud de la
secuencia de aminoacidos, influyen otros factores. Por ejemplo, los péptidos
con tendencia a la agregacion (por ejemplo, los péptidos amiloides) son mas
dificiles de sintetizar.

El descubrimiento de una técnica sintética conocido como ligadura quimica
nativa (native chemical ligation, NCL) ha ampliado espectacularmente las
posibilidades de la sintesis quimica de péptidos (Figura 31).° Este método
permite enlazar con gran eficacia fragmentos peptidicos no protegidos en un
medio acuoso, con tal de que el extremo N-terminal de uno de ellos sea una
cisteina.

n° de
aminoécidos
200 - ool
SPPS
100 [~ " 7 TN T T s . N\
Llgadura
quimica
77777777 Cz -~ " Proteinas mas
pequefas
T T T Afio
1906 1932 1962 1992

Figura 31. Evolucion histérica del tamafio de los polipéptidos accesibles por sintesis
(adaptada de la referencia 95)

El método de ligadura quimica nativa se basa en la rapida reaccion del grupo
mercapto de la cisteina N-terminal de uno de los fragmentos peptidicos con un
grupo éster situado en el extremo C-terminal del otro péptido. La reaccion es
completamente regioselectiva respecto a las demas cisteinas de la secuencia
aminoacidica, lo que probablemente indica la existencia de un fendmeno de
asistencia por parte del grupo amino libre. Una vez enlazados los dos
fragmentos peptidicos por la formacidon de un grupo tioéster, tiene lugar una
reaccion de transposicion, con participacion del grupo amino libre, que genera
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el enlace peptidico deseado y libera el grupo mercapto de la cisteina (Figura
32).

SPPS SPPS
Y ) HS v 0
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HoN OH

HoN — — SH
HN«(

OH
L MFD
(0]
HoN — % CHg
HN o
Ala /<
OH

Figura 32. Fundamento del método de ligadura quimica nativa (NCL) acompafiado de
desulfuracién de la cisteina (MFD)

La aplicacion de esta metodologia ha permitido al grupo de Samuel
Danishefsky la sintesis de la eritropoyetina humana en su glicoforma 1,

96,97
”’ Tras obtener, por

utilizando exclusivamente técnicas de sintesis organica.
un lado, los fragmentos designados como péptido 1 a péptido 5 por quimica en
fase sélida y los fragmentos oligosacaridicos, éstos se acoplaron a los primeros
con técnicas de sintesis de glucdsidos (Figura 33). Después, como se
representa en la Figura 34,% los fragmentos peptidicos glucosilados se unieron
secuencialmente por técnicas de ligadura quimica nativa, con transformacion
en alanina de algunos de los residuos de cisteina implicados, que pudo hacerse

selectivamente por medio del uso de grupos protectores. Finalmente, se
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procedié al plegamiento de la estructura para dar lugar a eritropoyetina
plenamente funcional.

Otros grupos de investigacidén estan llevando a cabo estudios sobre la sintesis
de eritropoyetina y otras glicoproteinas por métodos puramente quimicos o

.. T 99,100
quimioenzimaticos.™

[ [
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o R 4
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[ |
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\/
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‘ " Péptido 1 Péptido 2 Péptido 3
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‘ Péptido 4 Péptido 5

Glicopéptidos para NCL
(Figura 32)

Figura 33. Etapas iniciales de la sintesis de la glicoforma 1 de la eritropoyetina
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Figura 34. Representacidon esquematica de las etapas finales de la sintesis total de la
glicoforma 1 de la eritropoyetina. Adaptada de la referencia 98
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5.3. SINTESIS QUIMICA DE BIOMOLECULAS ARTIFICIALES

La capacidad de obtener proteinas por métodos puramente sintéticos permite
plantear la preparacion de estructuras proteicas imposibles de aislar de la
naturaleza, como por ejemplo proteinas enantidmeras de las naturales.
Resulta ilustrativa la reciente obtencidon por sintesis total del enantiomero de
la proteina Ras. En su forma natural, Ras es una GTPasa formada por 166
aminoacidos, existiendo mutaciones de Ras en un 30% de los tumores. Esta
proteina forma parte de una via de sefializacion crucial para la regulacién de la

. .y . . . 101
proliferacién y supervivencia celular (Figura 35).

Aunque el objetivo de la inhibicidon directa de Ras mediante farmacos se ha
perseguido durante décadas por constituir una de las maximas aspiraciones en
el campo de los farmacos antitumorales, hasta la fecha no se conocen
inhibidores directos de esta proteina, lo que se atribuye a su elevada afinidad

Protein tirosina
quinasas

——— V
&%{‘9 —~«——  Activacion de la transcripcion

Nucleo

Ciclina D ﬂ Productos de genes
especificos

RNA ribosémico
(rRNA)

Figura 35. Representacion esquematica de la via de sefializacion dependiente de Ras
(adaptada de la referencia 101)
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por su sustrato enddgeno y a la carencia de bolsillos hidrofobos a los que
pueda dirigirse un inhibidor potencial. La proteina enantiomera de Ras se
considera un buen sustrato en el que ensayar agentes peptidomiméticos
portadores de residuos D-aminoacidicos, y se espera que su disponibilidad
permita el descubrimiento de farmacos capaces de inhibir Ras directamente.
Dicha proteina de Ras fue sintetizada, en una forma marcada con biotina y en
paralelo con la versién natural formada por L-aminoacidos marcada de la
misma forma, mediante la preparacién de cinco segmentos peptidicos por
sintesis en fase sdlida y su combinacion posterior por ligadura quimica (Figura
36).102

7 117
1 50 51 9

80
Péptido 1 Cys— Péptido 2 Cys— Péptido 3

145 146 166

118
Cys— Péptido 4 Ala— Péptido 5 —Marcador

SPPS

Figura 36. Resumen de la sintesis de la proteina KRas en el sentido retrosintético. La

representacion de la proteina se generd con Chimera 1.10 a partir de pdb 5p21.
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6. MOLECULAS ORGANICAS PEQUENAS QUE LLEVAN A CABO LA
FUNCION DE FARMACOS BIOLOGICOS

Utilizando técnicas adecuadas, pueden conseguirse efectos terapéuticos que
parecen en principio reservados a técnicas bioldgicas, como la terapia génica o
la edicidn genética, mediante el uso de moléculas organicas pequefias. Como
ejemplo, voy a resumir brevemente la estrategia emergente conocida como
PROTAC (proteolysis-targeting chimera), cuya finalidad es la de promover la
hidrolisis de una proteina diana marcandola para su degradacion por el
proteasoma.'® La destruccion de la diana presenta ventajas potenciales sobre
su bloqueo, que es la aproximacion tradicional, ya que de esta forma no se
necesita que la diana esté permanentemente en contacto con el ligando para
gue exista la actividad buscada. La degradacién de la proteina diana es, en la
practica, equivalente al bloqueo de la produccién de la proteina actuando a
nivel genético, como puede lograrse con ARN de silenciamiento (small
interfering RNA, siRNA) o bien mediante la edicion genética con la técnica
CRISPR-Cas9. Debe sefialarse que estas terapias bioldgicas presentan
inconvenientes serios de toxicidad por la posibilidad de afectar a genes
distintos al pretendido o por otros motivos. Asi, se ha demostrado una elevada
tasa de mortalidad en ratones tratados con siRNA asociada a toxicidad
hepatica, '® lo que produjo una alta tasa de mortalidad en los ratones
experimentales. Por otra parte, se ha demostrado recientemente que
tratamientos de tipo CRISPR-Cas9 ocasionan dafios en el ADN asociados a

Ill

defectos de regulacién del “guardian del genoma” p53, asi como detencidn del

ciclo celular, lo que implica riesgos evidentes de carcinogénesis asociados a
. 105
esta terapia.

En la figura 37 se comparan ambos tipos de estrategias terapéuticas.
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Figura 37. Comparacién de las estrategias terapéuticas convencionales, basadas en el
bloqueo de dianas terapéuticas, con las que se basan en su supresion.

El proteasoma es un gran complejo proteico formado por 28 subunidades
proteicas agrupadas en cuatro anillos de siete unidades cada una mas dos
regiones reguladoras (“pestafias”) en los extremos. Su misién es la de degradar
proteinas que ya no sean funcionales por haber sufrido dafios, con objeto de
que la célula pueda reciclar los fragmentos peptidicos resultantes.

Para que una proteina sea sustrato del proteasoma, debe ser marcada
previamente por unién a unidades de ubiquitina, y los detalles de este proceso
se resumen en la Figura 38. La ubiquitina necesita ser activada por una enzima
llamada E1 (ubiquitin-activating enzyme) en una reaccion dependiente de ATP.
En una segunda etapa, la ubiquitina es transferida a un resto de cisteina de
una segunda enzima llamada E2 (ubiquitin-conjugating enzyme). Finalmente,
una ubiquitina ligasa (E3) cataliza la transferencia de la molécula de ubiquitina
desde E2 hasta la proteina que va a ser sustrato del proceso de degradacién.
Una vez que ha sido poliubiquitinilada tras varios ciclos como el descrito, la
proteina sustrato es degradada por el proteasoma. Obviamente, para el éxito
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de este proceso es crucial que la proteina sustrato muestre una buena afinidad

por la ligasa E3, ya que es su punto de entrada en el ciclo.

E1
Fragmentos

ATP del sustrato

Proteasoma
ADR

DL

Figura 38. Degradacién de una proteina por el sistema ubiquitina-proteasona

La estrategia PROTAC se basa en lograr que la proteina que se desea eliminar
con fines terapéuticos sea sustrato del proteasoma. Los farmacos de tipo
PROTAC son agentes multidiana, disefiados para que presenten afinidad con la
diana que se desea degradar y también con una de las proteinas E3. De esta
forma, sirven de enlace entre el complejo E3-E2-ubiquitina y la proteina diana,
gue de esta forma puede ser ubiquitinilada y por tanto actuar como sustrato

del proteasoma (Figura 39).
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Figura 39. Resumen de la estrategia PROTAC

Se conocen mas de 600 ligasas E3 humanas, algunas de las cuales son
especificas de determinados tejidos, lo que permite, en principio, el desarrollo
de un gran nuimero de estructuras PROTAC. Aunque el disefio de estos
compuestos se complica por la necesidad de actuar en dos dianas,'® el
mecanismo de accién resumido anteriormente presenta una ventaja, y es que
solamente es necesario encontrar compuestos que muestren afinidad por la
diana, lo que es mucho mas sencillo que encontrar inhibidores. Por tanto, esta
técnica podria permitir actuar terapéuticamente sobre cientos de proteinas
potencialmente interesantes como dianas y de las que no se ha conseguido
localizar ningun inhibidor por los métodos tradicionales. Ademas, también
pueden ser de gran interés en investigaciéon bioldgica porque deberia dar
acceso de una manera rapida y econdmica a modelos de animales o células
knockdown.

Aunque es un campo todavia en sus inicios, se conocen ya algunos compuestos
prometedores basados en la estrategia PROTAC, uno de los cuales se
representa en la Figura 40 a modo de ejemplo ilustrativo. Este compuesto
contiene casi integramente la estructura del foretinib, un inhibidor poco
selectivo de quinasas. Se construyd un PROTAC a partir de esta estructura, a la
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gue se incorporod una cadena espaciadora unida a una molécula de talidomida,
un buen ligando de la ligasa E3 conocida como cereblon (CRBN). Como cabria
esperar, este compuesto tiene afinidad por un elevado nimero de quinasas,
aunque con un patrén diferente al del foretinib. Ademas, el PROTAC demostré
capacidad de causar la degradacién de la principal diana del farmaco de
partida, c-Met, también llamada HGFR (hepatocyte growth factor receptor). Es
interesante destacar que, cuando se examind el comportamiento frente a
otras quinasas, la selectividad del proceso de degradacion fue superior a la de
la simple inhibicion, lo que resulta muy prometedor.
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Talidomida (ligando de E3)

Figura 40. Un compuesto PROTAC representativo

Desde el punto de vista del disefio de farmacos, uno de los defectos de los
PROTAC es que son moléculas excesivamente grandes, dada la necesidad de
gue contengan fragmentos capaces de unirse a dos dianas, ademas de un
espaciador. Esto puede traer consigo una baja biodisponibilidad y otros
problemas farmacocinéticos. Mencionaré, por tanto, el reciente desarrollo de
profarmacos que actian como precursores de los PROTAC. Estos compuestos,
gue se activan gracias a una reaccion click intracelular, han sido designados
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como CLIPTAC (click-formed proteolysis-targeting chimeras). Se administran
por separado los dos ligandos, uno de ellos portador de un anillo de trans-
ciclohexeno y otro de una tetrazina, para que tenga lugar de forma intracelular
una reaccién hetero Diels-Alder que genere el PROTAC (Figura 41).

.N
N X
|
LN

Figura 41. Fundamento de la estrategia CLIPTAC

Esta idea se ha aplicado a la degradacion de oncoproteinas, como posible base
de un futuro tratamiento antitumoral. Como ejemplo, se representa en la
Figura 42 la estructura de un PROTAC generado in situ y capaz de inducir la

degradacion de la proteina BDR4 (bromodomain-containing protein 4).*"’
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Figura 42. Estrategia CLIPTAC para la degradacion de la proteina BDR4, basada en la
formacién intracelular de un PROTAC a través de una reaccidon hetero Diels-Alder

Los compuestos PROTAC estan todavia en las fases iniciales de su estudio, y
todavia no se ha demostrado su seguridad a largo plazo ni su tolerabilidad por
pacientes humanos. La estrategia terapéutica consistente en la supresion de
una diana es muy diferente de la basada en su inhibicion y no se conocen
todas sus implicaciones, aunque esta es una limitacion que afecta no solo a
PROTAC sino también a las técnicas basadas en siRNA y en edicion genética por
el método CRISPR-Cas9. No obstante, es una metodologia sumamente
innovadora en la que hay depositadas muchas esperanzas para el estudio de
los sistemas bioldgicos y para el tratamiento de enfermedades poco accesibles
al arsenal terapéutico actual.

- 56 -



7. OBSERVACIONES FINALES

Con esto concluye la parte cientifica de este discurso. Espero haberles
transmitido mi pasion por las inmensas y todavia poco exploradas
posibilidades de la sintesis organica, asi como mi convencimiento de que esy
sera en el futuro un aspecto crucial del descubrimiento de nuevos farmacos.

La ciencia es una tarea de equipo y soy consciente de que yo no estoy aqui por
mis Unicos méritos y que habria logrado muy poco sin el apoyo de tantos y
tantos colaboradores y amigos, nacionales y extranjeros, profesores, alumnos
de master, doctorado y postdoctorales. No puedo en este momento
nombrarlos individualmente, como merecerian, pero quiero concluir dejando
constancia de mi mas profundo agradecimiento hacia todos ellos.

He dicho
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DISCURSO DE CONTESTACION DE LA EXCMA. SRA.
DNA. CARMEN AVENDANO LOPEZ






Excmo. Sr. Presidente, Excmos. Seforas y Sefiores Académicos, Sefioras y
Sefiores:

Como miembro de esta Real Academia Nacional de Farmacia del Instituto de
Espafia, me cabe hoy la privilegiada tarea que representa la contestacién al
Discurso de Ingreso del Dr. José Carlos Menéndez Ramos como Académico de
Numero. Este encargo me satisface enormemente, ya que me permite resaltar
ante ustedes los méritos que lo avalan y comentar brevemente la trayectoria
vital y cientifica de un companero en los quehaceres de la investigacion y la
docencia.

TRAYECTORIA VITAL

El Dr. José Carlos Menéndez nacido en Madrid, el 25 de junio de 1960. Sus
padres, Carlos y Mercedes, fueron compafieros de curso y, como otros
miembros de su familia, eran Licenciados en Farmacia. Su padre,
recientemente fallecido, fue un excelente docente que ejercié como Profesor
Adjunto Interino en la Catedra de Quimica Organica de la Facultad de Farmacia
de la UCM tras completar su Tesis Doctoral cuando José Carlos tenia 14 anos.
Era tal su devocién por la materia y por la docencia, que nos parecia posible
gue su hijo hubiera aprendido la estructura del benceno antes de que supiera
escribir esta palabra. Una caracteristica de nuestro protagonista de hoy es su
rechazo nunca explicitado a comentar asuntos personales, lo que contrasta
con su facilidad para comentar y participar en diferentes proyectos cientificos
con gran entusiasmo y eficacia.

Sus afios de formacion en el Colegio Calasancio de Madrid fueron muy bien
aprovechados, y lo convirtieron en un chico de gran cultura y sensibilidad
artistica. Como era de esperar, en su etapa universitaria se decantd por seguir
los estudios de Farmacia, obteniendo la Licenciatura y el Grado (modalidad
tesina) en la Facultad de Farmacia de la UCM en los afios 1982 y 1984,
respectivamente, complementandolas casi simultdaneamente con Ia
Licenciatura en Quimica, que cursé en la UNED y culminé en 1986.
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Realizé su tesis doctoral en el grupo del Profesor Gonzalez Trigo bajo la
inmediata direccion de la Dra. Mdnica Sollhuber Kretzer, obteniendo tras su
defensa en 1988 el Premio Extraordinario y el Premio Santos Ruiz de la RANF
de ese mismo afio. En los afios 1988-1989 realizd sus estudios postdoctorales
con el Profesor Steven V. Ley en el Imperial College of Science and Technology
de Londres, trabajando en la sintesis total del antibidtico iondforo
routienocina. A su vuelta lo esperaba en Madrid una compariera de curso que
seria su esposa y su apoyo: M2 Antonia Martin Carmona, Dra. en Farmacia y
Profesora Titular de Universidad. El matrimonio tiene dos hijos: Miguel y Pilar.

ACTIVIDAD DOCENTE Y PROFESIONAL

Primero como Profesor Ayudante de Clases Practicas y luego como Profesor
Titular, el Dr. Menéndez impartid docencia tedrica y practica en las materias
relacionadas con la Quimica Organica, Quimica Farmacéutica y Sintesis
Organica en la licenciatura, grado y tercer ciclo de Farmacia en la UCM, siendo
coordinador del Master interuniversitario en Descubrimiento de farmacos y
del programa de Doctorado interuniversitario en Quimica Médica en la
Universidad Complutense.

Ha sido autor o coautor de mas de 30 capitulos en enciclopedias, libros de
texto o monografias, Profesor Visitante en la Université Paul Cezanne de Aix-
Marseille Il en el afio 2007 y en el Instituto di Studi Avanzati de la Universidad
de Bolonia en 2014. Ha colaborado también en diversos ciclos de conferencias
organizados en Espafia por los laboratorios Upjohn (1994), por la Agencia
Espafiola de Medicamentos y Productos Sanitarios (2007), la Universidad de
Marsella (2007), el Central Leather Research Institute de Chennai y la Madurai
Kamaraj University en India (2013), la Universidad de Bolonia (2014) y la
Pharmaceutical Business School de la Fundacién ESAME (2015). Ademas, ha
trabajado activamente en la elaboracién de proyectos de innovacién y de
nuevos materiales docentes.

Es Director desde su creaciéon en 1995 del Centro de Asistencia a la
Investigacion de Microanalisis Elemental de la Universidad Complutense, ha
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sido miembro del grupo de expertos en nomenclatura quimica de la Real
Farmacopea Espafiola, ha colaborado en la traduccion al castellano de la
Farmacopea Europea, en la elaboracién de estudios o informes para empresas
farmacéuticas o para la Agencia Espafiola de Medicamentos y Productos
Sanitarios, y es miembro desde 2017 del grupo de expertos del Ministerio de
Sanidad encargado de la elaboracion de las pruebas de acceso a las plazas de
Farmacéutico Interno Residente. Desde febrero de 2017 es Catedratico de
Universidad.

Ingresé como Académico Correspondiente de la RANF en el afio 2004. En esta
institucion ha impartido conferencias, ha presentado libros y ha sido
reconocido con varios premios de investigacion en los afios 1986, 2008 y 2014.

ACTIVIDAD INVESTIGADORA

Su intensa actividad docente y de investigacion bibliografica es inseparable de
su principal activo: la actividad investigadora experimental, que se ha centrado
fundamentalmente en el desarrollo de nuevas metodologias de sintesis de
compuestos farmacolégicamente activos, en buena parte productos naturales
o analogos de los mismos. En las lineas de trabajo actuales del grupo de
investigacion que dirige, destaca el desarrollo de nuevas reacciones
multicomponente y de reacciones domind orientados a la sintesis de
compuestos bioactivos relacionados con alcaloides, asi como el
descubrimiento de nuevos candidatos a farmacos mediante la metodologia
denominada sintesis orientada a la diversidad, como menciona en su Discurso.
Entre estos candidatos encontramos antituberculosos, antileishmania y
anticancer, nuevos terandsticos y agentes multidiana disefiados racionalmente
para que sean capaces de modular varias dianas terapéuticas asociadas a una
enfermedad.

Esta intensa actividad investigadora se ha reflejado hasta el momento en 245
publicaciones originales y 12 patentes. Ha recibido unas 6.100 citas, con un
indice h de 37. Varias publicaciones han sido seleccionadas por los editores
para ilustrar la portada o contraportada del nimero correspondiente. Ha
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dirigido o codirigido 30 tesinas o trabajos fin de grado, 35 trabajos de DEA o fin
de master y 19 Tesis Doctorales (mds otras 7 en curso), habiendo tutelado
también a 6 investigadores postdoctorales. Ha presentado unas 300
comunicaciones a congresos y mas de 30 conferencias invitadas en distintas
Universidades y centros de investigacion en Espana y en el extranjero.

El rigor cientifico y la productividad del Dr. Menéndez se refleja en otras
multiples facetas. Ha sido evaluador de publicaciones para unas 90 revistas
cientificas internacionales, incluidas las mas prestigiosas en Quimica Organica
y en Quimica Farmacéutica, pertenece a varios consejos editoriales de revistas
indexadas, y es ademas evaluador de proyectos de investigacion para diversos
organismos oficiales en Espafa y en otros paises (Francia, Italia, Rumania,
Austria, Republica Checa, Croacia, Portugal, Holanda, Israel, Argentina y Hong
Kong).

En cuanto a la financiacion de este trabajo, ha participado en casi 100
proyectos competitivos y contratos de investigacion con diversas empresas
quimicas y farmacéuticas, siendo el Investigador principal en
aproximadamente un 75% de ellos.

Los magnificos resultados que ha obtenido en su actividad investigadora solo
son posibles con una gran capacidad de gestion de recursos econdmicos y
humanos. Su relacidon con grupos de investigacion de Francia, Italia, Reino
Unido, Arabia Saudi e India, fundamentalmente, iniciada habitualmente con la
estancia en el Departamento de doctorandos, postdoctorandos o profesores
visitantes de dichos paises, se ha ido incrementando con el tiempo a pesar de
la crisis. Puedo asegurarles que no es facil encontrar en nuestro entorno en las
areas de Quimica Orgdnica o Quimica Farmacéutica una productividad tan
grande y relevante.

Nuestro trabajo conjunto a lo largo de los afios, continla de alguna forma
después de mi jubilacidn, ya que las dos primeras ediciones de nuestro libro
“Medicinal Chemistry of Anticancer Drugs”, publicadas en 2008 y en 2015 por
la editorial Elsevier, se completaran con una tercera edicion actualmente en
marcha.
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COMENTARIOS A SU DISCURSO DE INGRESO

En su discurso de ingreso, titulado ”“La sintesis organica en la era de los
farmacos bioldgicos”, el Dr. Menéndez nos ha mostrado su amplia experiencia
y conocimiento. En su primera parte, ha destacado la relevancia que supone
ampliar las regiones conocidas del espacio quimico desarrollando nuevas
metodologias sintéticas que permitan generar de forma cada vez mas
sofisticada y eficiente estructuras muy diferentes a las previamente conocidas,
un campo al que ha aportado contribuciones interesantes.

Segun el conocimiento actual, ademas de las diversas y complejas estructuras
gue nos seguird proporcionando la naturaleza, solo a través de su sintesis
previa se podran encontrar moléculas organicas con actividad bioldgica que
den lugar a farmacos novedosos o a herramientas para el estudio de las
funciones celulares y de los procesos biolégicos. La necesidad de sintetizar
nuevas moléculas para su posterior estudio se debe a la dificultad para
predecir propiedades moleculares o actividades biolédgicas, un asunto que fue
tratado por el Dr. Arturo Mosqueira Toribio en su Discurso de Ingreso en esta
Academia titulado “La teoria de los orbitales moleculares y el disefio de nuevos
medicamentos” (afio 1974), asi como en los de apertura de los cursos 1975 y
1998. Esta es la razon por la que la sintesis organica ha protagonizado otros
Discursos de Recepcién de Académicos en esta institucion. La encontramos en
el del Dr. Ramén Madrofnero Peldez, titulado “La variacion estructural en la
selecciéon de nuevos farmacos” (afio 1971), en el del Dr. Gregorio Gonzalez
Trigo, titulado “Las conquistas de la Sintesis Organica” (afno 1985), o en el mio
propio, titulado “Repercusion de la sintesis quimica en la investigacion vy
desarrollo de nuevos farmacos” (afio 2000). En el Discurso de Ingreso como
Académico de Honor del Dr. José Elguero Bertolini, leido el afio 2009 y titulado
“La farmacia y la quimica: un pais, dos culturas”, éste afirmaba que la quimica
no alcanzara su madurez hasta que la sintesis organica se dirija y se aplique a
compuestos cuyas propiedades se hayan predicho con anterioridad.
Desgraciadamente, como afirmaba el Dr. Mosqueira, predecir con seguridad la
actividad bioldgica de una molécula todavia no es posible.
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En el resto de su Discurso, el Dr. Menéndez nos muestra como la sintesis
organica, ademas de ser imprescindible para disponer de moléculas pequefias,
tiene importancia en el terreno de los farmacos bioldgicos y, en general, de la
biologia. La sintesis y manipulacién de biomoléculas esta permitiendo, por
ejemplo, monitorizar procesos celulares, vectorizar farmacos a lugares
especificos, conocer como se distribuyen las proteinas y cdmo funcionan las
enzimas, y sintetizar farmacos bioldgicos.

Como se ha dicho, el desarrollo de una quimica compatible con entornos
celulares no es trivial, porque requiere utilizar el agua como medio de reaccion
cuando en general los compuestos organicos son muy poco solubles en ella, y
porque muchas especies organometalicas utilizadas como catalizadores no
suelen ser estables en este medio. Ademas, han de utilizarse “reacciones
ortogonales” que no interfieran con las reacciones bioquimicas. Aunque por el
momento se conocen pocas reacciones que cumplan estos requisitos, las
cicloadiciones 1,3-dipolares entre azidas y alquinos y las reacciones hetero
Diels-Alder de demanda electrénica inversa, se estan utilizando con éxito y
aplicando a diversos objetivos.

La sintesis de inmunonanoparticulas sigue la estela de la de otros
inmunoconjugados mas simples, en los que un anticuerpo monoclonal se
enlaza a farmacos para lograr una distribucién mas especifica de éstos. El
conjugado Kadcyla®, por ejemplo, aprobado en 2013 para el tratamiento del
cancer de mama metastasico HER-2 positivo, esta constituido por el potente
agente antimicrotubular maitansina y el anticuerpo monoclonal trastuzumab,
cuya accién antitumoral se debe a su interaccion con la region extracelular del
antigeno HER-2 y con los receptores Fc del sistema complementario.
Andlogamente, la conjugacién de fragmentos de anticuerpos, como el
fragmento Fab de trastuzumab, con nanoparticulas que pueden encapsular
moléculas, permite incrementar la selectividad y especificidad de la
distribucidn de éstas.

El empleo de la quimica bioortogonal ha dado paso también a la denominada
protedmica quimica, que representa un maridaje perfecto entre la biologia y la
guimica. En ella, las moléculas organicas se utilizan como sondas para localizar
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las dianas intracelulares de los farmacos mediante el marcaje fluorescente de
proteinas unidas a farmacos convenientemente modificados. De esta forma, se
puede investigar la distribucién y funcion de las proteinas, obtener
informacidn sobre sus interacciones, y validar nuevas dianas farmacoldgicas.

En la tercera parte de su Discurso, el Dr. Menéndez nos muestra con ejemplos
gue la sintesis organica no solo puede realizarse con biomoléculas, sino que los
farmacos bioldgicos (proteinas, polisacaridos o glicoproteinas) pueden ser
sintetizados por métodos quimicos en vez de obtenerse a partir de seres vivos
utilizando técnicas de ingenieria genética. La sintesis de oligosacaridos
convenientemente conjugados, analogos a las glicoproteinas que recubren las
paredes de las células tumorales o de ciertos virus, puede servir para el disefio
de vacunas en las que los glicosacaridos sintetizados funcionan como
antigenos. Esta quimica permite incorporar diferentes fragmentos de
oligosacaridos para que éstos funcionen como antigenos multidiana.

En el caso de los péptidos, la preparacion de fragmentos por las ya clasicas
sintesis en fase sodlida, combinadas a veces con la union de fragmentos en
disolucidn, ha permitido la obtencién a escala industrial de péptidos de un
tamano considerable, como enfuvirtida, un inhibidor del proceso de fusién de
la membrana del virus VIH con la de los linfocitos TCD4, que previene la
entrada en ellos del ARN viral. Enfuvirtida es un péptido formado por 36
aminoacidos que corresponden a los residuos 127-162 de la porcién
extracelular del segmento transmembrana gp41l de la glicoproteina de la
cubierta del VIH-1.

Ademds de estos métodos clasicos para la sintesis de péptidos o
peptidomiméticos, se estan desarrollando técnicas muy eficaces, como la
“ligadura quimica nativa”, que permiten enlazar con gran eficacia en un medio
acuoso fragmentos peptidicos no protegidos. Estos procedimientos se han
empleado en la sintesis total de eritropoyetina humana, una glicoproteina de
gran importancia por su papel en la regulacién de la produccién de eritrocitos
gue tiene un patron de glocosilacion muy heterogéneo y un fragmento
peptidico compuesto por 166 aminodcidos. La sintesis puramente quimica o
guimioenzimatica de la eritropoyetina permitiria disponer de estructuras con
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un Unico patron de glicosilaciéon y estudiar sus propiedades a fin de producir
industrialmente la especie mas activa.

En el discurso se ha comentado también, como ejemplo de sintesis de
biomoléculas artificiales, la de la molécula enantidmera de la proteina Ras, una
GTPasa que contiene 166 aminoacidos. Aunque Ras forma parte de una via de
sefializacién crucial para la regulacion de la proliferacion y supervivencia
celular, y se encuentra mutada en muchos tumores, no se conoce hasta el
momento ningun inhibidor directo debido posiblemente a su gran afinidad por
su sustrato enddgeno (GTP) y a que su estructura tridimensional carece de
lugares adecuados para su interaccion con otras moléculas. Su enantiomero
tiene gran interés porque puede ser util para descubrir peptidomiméticos
capaces de inhibir directamente la proteina Ras natural.

La “intrusidon” de la sintesis quimica en los terrenos bioldgicos es cada vez mas
atrevida e intenta manipular la actividad de las células con nuevos objetivos,
como poner en funcionamiento rutas metabdlicas artificiales a fin de curar
ciertas enfermedades. La consecucidon de estos objetivos puede parecer muy
lejana, pero cada vez se van conociendo mds reacciones que superan las
limitaciones mencionadas previamente y empiezan a utilizarse enzimas
artificiales obtenidas por manipulacién de proteinas.

El Dr. Menéndez se ha referido en la uUltima parte de su discurso a una
estrategia sumamente innovadora en la que hay depositadas muchas
esperanzas. Conocida como PROTAC (proteolysis-targeting chimera) pretende
promover la hidrdlisis de una proteina diana marcandola con ubiquitina para
su posterior degradacién por el proteasoma. Aunque los farmacos actuan
tradicionalmente bloqueando una o mas dianas (generalmente proteinas),
parece mas rentable su destruccién, ya que no se requeriria que ambas
entidades estuvieran permanentemente en contacto.

Actualmente, puede impedirse o limitarse la produccion de una proteina
especifica a través del knockdown de genes utilizando estrategias bioldgicas
como el ARN de silenciamiento (small interfering RNA, siRNA) o la edicién
genética con la técnica CRISPR-Cas9, pero éstas pueden afectar a genes

distintos del que se pretende, por lo que tienen problemas de toxicidad y
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riesgo de carcinogénesis. Los farmacos de tipo PROTAC sirven de enlace entre
el complejo E3-E2-ubiquitina y la proteina diana. Son agentes multidiana,
disefiados para que presenten afinidad con la diana que se desea degradar y
con una ligasa de ubiquitina (E3) que sea capaz de catalizar la transferencia de
la molécula de ubiquitina a la proteina que va a ser degradada. Encontrar un
farmaco PROTAC parece una tarea mas sencilla que encontrar un inhibidor, ya
gue solo se requiere que presente afinidad con esta proteina. De esta forma,
podrian obtenerse facilmente modelos de animales o células knockdown. Sin
embargo, dado que la estrategia terapéutica consistente en la supresion de
una diana es muy diferente de la basada en su inhibicién, no se conocen
todavia las posibles limitaciones que puede implicar el uso de farmacos
PROTAC o de las técnicas basadas en siRNA o en la edicidon genética por el
método CRISPR-Cas9.

CONSIDERACIONES FINALES

Parece que el término Quimica Organica fue propuesto por Berzelius (1779-
1848) al observar que sus compuestos provenian de seres “organizados”.
Berzelius opinaba que, a diferencia de los inorganicos, estos compuestos
habian adquirido una “fuerza vital” por provenir de seres vivos, y esta fuerza
impedia su sintesis por las técnicas conocidas hasta el momento. Hoy sabemos
gue muchos compuestos estudiados en quimica organica no estan presentes
en los seres vivos mientras que existen numerosos compuestos inorganicos
gue forman parte de importantes procesos vitales.

La posibilidad de sintetizar moléculas orgdanicas se acepté cuando el ayudante
de Berzelius Friedrich Wohler (1800-1882) que, por cierto, consideraba que la
hipotesis del vitalismo era muy hermosa, sintetizdé urea a partir de cloruro
amonico y cianato de plata. La comunicacion de su descubrimiento a Berzelius
pone de manifiesto su sorpresa: “Debo decirle que soy capaz de sintetizar urea
sin la necesidad de un rifidn, ya sea de hombre o perro; la sal amodnica del

acido cianhidrico es la urea".

La quimica que ha desplegado ante nosotros el Dr. Menéndez refleja el
asombroso desarrollo que han experimentado los métodos de sintesis

organica y como estos avances han facilitado la casi eliminacién de las barreras
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gue separan la quimica y la biologia, una revolucion que guarda cierta
semejanza con la caida del muro de Berlin en 1989. A mi juicio, deberia irse
desechando la division entre farmacos bioldgicos o biotécnoldgicos y farmacos
guimicos o de sintesis. Sin embargo, no seria honesto por mi parte obviar que
competir en el laboratorio con la quimica de la vida, optimizada durante siglos
a través de la evolucién, no es facil. Dejando aparte el problema del precio, hay
gue tener en cuenta que el desarrollo de algunos de estos complejos y
altamente sofisticados procesos de sintesis a escala de fabricacién puede
encontrarse con dificultades, aunque por otra parte con la utilizacion de ADN
recombinante u otros métodos de ingenieria genética el proceso de
purificacién puede afectar significativamente a la calidad, seguridad y eficacia
del medicamento.

Espero no haber abusado de su paciencia, y termino con el protocolo de
despedida dirigiéndome al Dr. Menéndez Ramos:

“En este acto tomdis posesion de una plaza de Académico Numerario de la
Real Academia Nacional de Farmacia, y a mi me cabe la satisfaccion de daros la
enhorabuena en nombre de todos sus miembros. Esta corporacién tiene como
objetivo trabajar de forma altruista por mejorar el bienestar personal y social a
través del cultivo y la divulgacion de las ciencias farmacéuticas y de las afines a
la farmacia. En vuestras manos esta que esta ambiciosa tarea se vea
potenciada a partir de este momento con vuestra aportacién.”

He dicho.

Madrid, 11 de octubre de 2018
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