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RESUMEN

El glaucoma es una de las principales causas de ceguera a nivel mundial. La observacion de
que los fumadores de Cannabis sativa (A°-THC) desarrollaban una reduccion de la presion
intraocular (P10), sugirié el aislamiento de cannabinoides como posibilidad terapéutica en el
tratamiento del glaucoma.

El sistema cannabinoide enddgeno (SEC), permitié conocer los ligandos enddgenos (CB), y
los receptores (CB:1 y CB2) que activan para mediar sus acciones. Asi, surgio la necesidad de
obtener ligandos cannabinomimeéticos sintéticos, en concreto con mayor afinidad CB1, ya que
hay mayor expresion de estos receptores a nivel de la retina.

El objetivo es conseguir dilucidar la estructura de agonistas CBi, con elevada
biodisponibilidad, gran afinidad y selectividad, asi como crear una sintesis adecuada para su

obtencion.

ABSTRACT

Glaucoma is one of the leading causes of blindness worldwide. The observation that smokers
of Cannabis sativa (A%-THC) developed a reduction in intraocular pressure (IOP), suggested
the isolation of cannabinoids as a therapeutic possibility in the treatment of glaucoma.

The endogenous cannabinoid system (SEC), allowed us to know the endogenous ligands
(CB), and the receptors (CB1and CBy) that activate to mediate their actions. Thus, the need
arose to obtain synthetic cannabinomimetic ligands, in particular with greater CB; affinity,
since there is a greater expression of these receptors at the level of the retina.

The objective is to obtain CB1 agonists, with high bioavailability, high affinity and selectivity,

create a useful pathway to get them synthesized.

INTRODUCCION

El glaucoma constituye una de las principales causas de ceguera en el mundo, afectando al 3
% de la poblacion segun datos de la Sociedad Espafiola del Glaucoma, y es, ademas, la
enfermedad neurodegenerativa retiniana méas prevalente (1). La Organizacion Mundial de la
Salud consider6 que el 12,3% de las personas ciegas en el mundo (en el afio 2002) tuvieron
como causa el glaucoma. Por otro lado, se ha estimado que para el afio 2020 podria haber 79,6
millones de personas afectadas por glaucoma (74% con glaucoma de angulo abierto).

Se trata de una neuropatia Optica compuesta por un conjunto de afecciones oculares y su
caracteristica comun es la destruccion del Nervio Optico (NO) de forma lenta y progresiva (1)

El glaucoma implica disminucion de tejido neural, activacion de las células gliales
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(astrocitos), remodelacion de tejidos (aumento de metaloproteinasas de matriz extracelular
[MMPs] sobre todo de la MMP-9), variacion en el nimero de linfocitos, desordenes en el
citoesqueleto y cambios en el riego sanguineo. El glaucoma es una enfermedad multifactorial
que implica dafos celulares al combinarse el aumento de la Presion Intraocular (P10) con
otros factores de riesgo como son: la presion sanguinea elevada, otras patologias oculares,
diabetes tipo I, la edad, el sexo y la herencia genética.

La primera fase de la enfermedad es una alteracion en el correcto trofismo de las células
ganglionares de la retina que se produce por la PIO y también induce la apoptosis de estas
celulas. Ante el aumento de la PIO, el suministro sanguineo que lleva a la retina se ve
comprometido por el exceso de presion, viéndose afectado el tejido neuronal ya que, al
aumentar la presion sobre el tejido conectivo de la cabeza del nervio Optico, se interrumpe el
flujo axoplasmatico, blogueando la llegada de factores neutroficos.

En la segunda fase, se produce neurotoxicidad mediada por 6xido nitrico y excitotoxicidad
mediada por glutamato, donde el glutamato hiperestimula los receptores, aumentando las
concentraciones de calcio intracelular y desencadenando la produccion de radicales libres que
son altamente citotoxicos (). Estos tres factores amplifican los efectos iniciales de la lesion ().
Los cannabinoides, grupo farmacoldgico de interés en este trabajo, han demostrado eficacia a
estos dos niveles.
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El incremento de la PIO puede producir un aumento de la resistencia al drenaje del humor
acuoso, por tanto, es interesante saber las diferentes vias por las que drena el humor acuoso:

e La via trabecular o convencional que se encarga aproximadamente del drenaje del
90% del humor acuoso. En esta via el humor acuoso atraviesa la malla trabecular y el
canal de Schlemm antes de drenar al sistema venoso.

e La via uveoescleral o no convencional que se ocupa del drenaje del 10% del humor
acuoso restante.

. Una pequefa cantidad también drena a través del iris (3).

Existen otros factores que también pueden llevar a la destruccion del NO: pacientes con
miopia severa, uveitis, traumatismos graves, retinopatia diabética proliferativa y trombosis en
la retina. Este dafio genera una disminucién del campo visual que se manifiesta con una vision
en tunel que puede llegar incluso a la pérdida completa de vision ().

La patogénesis del glaucoma es controvertida, pero hay dos conceptos que parecen ser
fundamentales: DANO EN LOS AXONES Y ACTIVACION DE LOS ASTROCITOS.
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Flujo de humor acuoso a traves de la via trabecular

ESTUDIO Y APLICACION DE LOS CANNABINOIDES EN EL TRATAMIENTO
DEL GLAUCOMA

La primera vez que se observo que la marihuana (Cannabis sativa, L) disminuia la presion
intraocular fue en el afio 1970 por Hepler y Frank. Desde entonces se ha desarrollado un

profundo trabajo de estudio sobre varios cannabinoides y su uso en terapéutica. También es
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cierto que aun no ha sido aprobado ningln tratamiento derivado de esta planta o analogo
sintético para su uso en terapéutica ocular, pero si en el tratamiento de otras sintomatologias y
patologias. Esto es debido a que se ha atribuido una corta duracion de efecto, una potencial

desensibilizacion del receptor, asi como efectos sistémicos no deseados ().
Tipos de receptores cannabinoides

Los cannabinoides ejercen sus efectos farmacologicos mediante la activacion de receptores
especificos de membrana. Se han identificado dos receptores para los cannabinoides CB1 y
CB2. Ambos pertenecen a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G

caracterizados por la presencia de siete dominios transmembrana.

Los receptores CB: se localizan fundamentalmente en el sistema nervioso central. Se sitlan
en ganglios basales, capa molecular del cerebelo y ciertas partes del hipocampo vy, a nivel
periférico, en bazo y amigdalas, corazén, prostata, Gtero, ovario y a nivel presinaptico en
terminales nerviosas simpaticas. En el o0jo se sitlan en capas intermedias de la retina asi como
en zonas implicadas en la regulacion de la produccion y excrecion del humor acusoso: el

cuerpo ciliar, vasos sanguineos del cuerpo ciliar, el musculo ciliar y la malla trabecular.

Los receptores CB: se localizan fundamentalmente en bazo, amigdalas y en distintas células
del sistema inmune, lo que explica las propiedades inmunosupresoras de la marihuana.
Asimismo, los cannabinoides tienen afinidad por receptores denominados “no clasicos” que
incluyen receptores acoplados a proteinas G como GPR18 y GPR5, junto con el receptor de
vainiloides TRPV1 y receptores de peroxisomas activadores de la proliferacion PPARs: a, /3
Y7 6.

Mediante la activacion de estos receptores, los agonistas de cannabinoides han demostrado un
claro efecto hipotensor ocular, un probado efecto neuroprotector sobre las células

ganglionares de la retina y un efecto en la modulacion de la inflamacion @)y (s).

LIGANDOS ENDOGENOS

Los endocannabinoides son amidas y ésteres de acidos grasos de cadena larga. La anandamida
(AEA) y el 2- acil-glicerol (2-AG) son los endocannabinoides mas estudiados. El conjunto de
los endocannabinoides, los receptores a los que se unen y las proteinas que sintetizan,
transportan y degradan es lo que conocemos como: ’sistema endocannabinoide endogeno*.

Se ha evidenciado la presencia, sintesis y degradacion de AEA en distintas estructuras

oculares de diferentes mamiferos en modelos porcinos ().
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N-araquidonil-etanolamida (AEA)

2-Araquidonil glicerol (2-AG)

Endocannabinoides mas conocidos

Metabolismo del sistema cannabinoide endégeno

La anandamida se metaboliza por tres mecanismos principales, pero hay uno que resulta

fundamental a nivel ocular y es la hidrolisis producida por la amidohidrolasa de acidos grasos

(FAAH) , que transforma la anandamida en acido araquidonico (AA) y etanolamina y ademas

cataliza el proceso inverso transformando el
AA+etanolamina en anandamida. Esta enzima actla
también sobre analogos de anandamida como 2AG.
El 4cido araquiddnico resultante de esta reaccion,
puede ser metabolizado por la COX para la

produccién de prostaglandinas (PGs).

Recientemente se ha demostrado que la anandamida
puede ser sustrato de la COX-2 que la transforma en
prostaglandina E2-etanolamida y D2-etanolamida.
Estos  productos han  sido  denominados
“prostamidas”. La prostamida E» tiene un perfil de
accion parecido a la PGE2 ya que se une a los cuatro

receptores EPs pero de manera menos potente.
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PRODUCTOS NATURALES E IMPORTANCIA EN EL SAR DE LOS AGONISTAS
CB1 PARA EL TRATAMIENTO DEL GLAUCOMA

El Cannabis sativa L. secreta una resina que contiene mas de 400 compuestos quimicos. De

ellos, alrededor de 60 son componentes activos y el principal es el tetrahidrocannabinol (A9-

THC). A esta sustancia se le atribuye la mayor parte del efecto del cannabis pero parece que

otros cannabinoides como el cannabinol y el cannabidiol 1o modulan.

No fue hasta la década de los 70 cuando se dispararon los estudios sobre los cannabinoides

aplicados al glaucoma. A raiz de esto se observd un claro efecto hipotensor ocular con un
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descenso de entre un 5% y un 45% de la tension ocular y esto se observé en una muestra de
voluntarios que ingeria o fumaba marihuana. El efecto tenia una duracion media de 3-4 horas
y requeria por tanto una frecuente dosificacion para mantener tensiones con efectos similares
sobre la tension ocular. Asi se confirmo que el principal ingrediente activo y con mayor efecto
de la marihuana era el A9-THC ya que, disminuia la tension ocular cuando era administrado
por via intravenosa, oral o inhalado. Con respecto a este efecto hipotensor ocular dosis-
dependiente, se ha clasificado como respondedores a cannabinoides a un 60-65% de la
poblacién, conclusiones sacadas de una muestra con voluntarios sanos y pacientes con
glaucoma.

Los receptores CB1 podrian actuar como neuroprotectores al inhibir los canales de calcio
voltaje-dependientes. Sin embargo, no esta del todo claro que el efecto neuroprotector
aportado por los cannabinoides se encuentre exclusivamente a nivel de los receptores CBy, ya
que el empleo de Cannabidiol (CBD) no activa los receptores CB1 y éste demostrd tener un
efecto neuroprotector in vivo mediante el bloqueo en la formacion de nitrotirosina. Ademas, el
CBD no solo ejerce efectos neuroprotectores per se, sino que también inhibe la dregradacion

del cannabinoide enddgeno, araquidonil etanolamida o anandamida.
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Prostaglandin
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Accion sobre el receptor CB1 y metabolismo de cannabinoides exogenos y

enddgenos

Ha sido evidenciado también que los cannabinoides poseen actividad antioxidante,
independientemente de la activacion de receptores CB1/CBa, los cuales ejercen un efecto
protector contra el estrés oxidativo en las células neuronales. Este mecanismo antioxidante
requiere, como parametro estructural, la presencia del fragmento fendlico como grupo

farmacaforo, tipico para cannabinoides naturales (cannabidiol) y sintéticos (CP-55940) ().
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(-)-A%-THC (Marinol) (-)-A8-THC
Ki = 39.5 nM (CB1) Ki = 47.6 nM (CB1)
= 40,0 nM (CB2) =39.3 nM (CB2)

Estructuras de cannabinoides clasicos.

RELACION DEL RECEPTOR CB:1 Y PGE2 (PROSTANOIDES), ASI COMO DE LOS
B- ADRENERGICOS EN EL TRATAMIENTO ACTUAL DEL GLAUCOMA

El tratamiento farmacologico habitual del glaucoma se realiza via topica. Se dispone de
diferentes farmacos para el tratamiento, que pueden administrarse de forma aislada o en
combinacidn con otros farmacos. A veces no resultan suficientemente eficaces, por lo que es
necesario buscar nuevas lineas de tratamiento.

El mecanismo de salida del humor acuoso a través de la via trabecular es el predominante en
el 0jo humano sano, y puede ser mejorado por la contraccion del musculo ciliar o
distendiendo la malla trabecular. Alternativamente, se ha demostrado que las sustancias
relajantes del musculo liso disminuyen el tono de la malla trabecular que conduce a un
aumento en los espacios inter-trabeculares a través de los cuales puede ocurrir el flujo de
salida. El tono trabecular también puede ser regulado por la interaccion de las sustancias
producidas enddégenamente, como la endotelina y las prostaglandinas ().

Basandose en estos dos mecanismos el tratamiento farmacoldgico del glaucoma se ha
compuesto de los siguientes farmacos: B-blogueantes, simpaticomiméticos, a-agonistas,
inhibidores de la anhidrasa carbonica y, mas recientemente, los analogos de las
prostaglandinas.

La introduccion en terapéutica de los analogos de las prostaglandinas ha supuesto que pasen
también a considerarse como farmacos de primera linea. Estos actian aumentando el flujo de
salida de humor acuoso del 0jo, sobre todo incrementando el drenaje uvoescleral, a través de
la superficie del cuerpo ciliar y de la raiz del iris. Los analogos de las prostaglandinas parecen

reducir la PIO en mayor medida que el timolol (B-adrenérgico tipico) ().
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Como se ha mencionado, en el metabolismo de los endocannabinoides, la relacion entre ellos
y los analogos de prostaglandinas es directa ya que al catabolizarse AG-2 y AEA por las
correspondientes rutas se produce PGE». Por lo que podriamos decir que los cannabinoides
ejercen una doble accion hipotensora, primero como analogos del receptor CB: vy
posteriormente, al metabolizarse, siguen siendo activos al producirse prostaglandinas.
Ademas, ambos ejercen su accién abriendo los canales BKCa y relajando la malla trabecular
ocular (s).

La accién hipotensora de los andlogos de las PGs se desarrolla por su interaccion con los
receptores FP presentes en el musculo ciliar, aumentando la via de drenaje uveoescleral, como
ya se ha mencionado, y se han propuesto dos posibles vias: abriendo canales BKCa
produciendo la relajacion de la malla trabecular y por la remodelacion de la matriz
extracelular del musculo ciliar, quizas a través de un aumento de produccién de
metaloproteinasas ().

Por otro lado, en 2011 se produjo el primer estudio con ratones en el que se demostrd la
primera evidencia de que los agonistas cannabinoides, por si solos, no reducen la PIO en
ratones RAPB (-/-). Por lo que es necesaria su presencia para que puedan ejercer su accion. Se
ha estudiado, también, que las acciones simpaticoliticas indirectas en los receptores
adrenérgicos p (RAP) representan las acciones hipotensoras oculares de los agonistas de los
receptores cannabinoides. Esto quiere decir que, los cannabinoides reducen la PIO actuando
como simpaticoliticos indirectos e inhibiendo la liberacion de norepinefrina (NE) dentro del
0jo. Por tanto, los cannabinoides producen su efecto hipotensor ocular primario en el ojo al
inhibir la liberacién de (NE).

En varios estudios en los que los antagonistas RA han sido co-administrados con agonistas
cannabinoides, no se observaron efectos aditivos sobre la PIO (Green et al., 1977 (10)). Esta
falta de efecto aditivo sugiere que puede haber una superposicion en los mecanismos de
reduccion de la PIO para estas dos clases de farmacos. Esto demuestra que los cannabinoides
reducen la PIO principalmente actuando como agentes simpaticoliticos indirectos. Este
mecanismo implica la presencia de receptores CBy, catecolaminas y también de RAs.

Debido a que tanto los receptores CB1 como los RAP se expresan en los tejidos implicados en
cada uno de los procesos de produccion y drenaje del humor acuoso, los efectos globales
sobre la P10 de farmacos que acttan sobre estos receptores son, probablemente, el resultado
de la combinacion de sus efectos sobre cada uno de estos tejidos. Por ejemplo, tanto los
antagonistas de RAP como los agonistas pueden reducir la P1O. Los antagonistas de RAB

disminuyen la entrada de humor acuoso desde el cuerpo ciliar, mientras que los agonistas
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RAP aumentan el flujo de salida del humor acuoso. Dado que los receptores CB1 se expresan
en los tejidos tanto de las vias de entrada como de salida, también es probable que estos
compuestos, que actlan directa o indirectamente, tengan mas de un sitio de accion que afecte
alaPIO.

El mecanismo mas plausible que explica esta observacion es que los agonistas del receptor
CB: disminuyen la PIO principalmente activando los receptores presinapticos CB:1 para
inhibir la liberacion de norepinefrina, como se ha demostrado en otros tejidos. Este efecto
presinaptico debe disminuir la secrecion de humor acuoso del epitelio ciliar, lo que conduce a

reducir la P10. Sin embargo, cabe sefialar que, aunque se encontré que el receptor CB1 se co-
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localizaba con los receptores adrenérgicos en el ojo anterior, la mayor parte de la tincion con

CB1 no se solapaba con los mismos, lo que sugiere que CB;: puede tener funciones
postsinapticas adicionales (0 no sinapticas).

Posteriormente han demostrado que los receptores CB;1 se heterodimerizan con receptores
RAB2, y que ambos receptores se expresan dentro del epitelio del cuerpo ciliar (Straiker et al.,
1999 (11)) La posibilidad de que la heterodimerizacion CB1 / RAPB2 dentro de las células
epiteliales ciliares contribuya a las propiedades hipotensoras oculares de los cannabinoides no
puede descartarse completamente.

Ademas, trabajos previos sugieren que los cannabinoides pueden aumentar el flujo trabecular
(Stumpff et al., 2005 ()) y la heterodimerizacion CB1 / RAB2 que modula la funcion de RAB2s
dentro de las células trabeculares (Hudson et al., 2010 (12)). Por lo tanto, este heterodimero, al
menos tedricamente, podria ser un mecanismo que explique el hecho de que los agonistas
cannabinoides y RAB no redujeron la PIO en ratones CBy (- / -) y RAB (- / -), en el mismo
trabajo del 2011 (9).
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RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD DE POSIBLES FARMACOS
ANTIGLAUCOMA: PIRAZOLES

Los cannabinoides naturales son sustancias que suelen tener una estructura carbociclica con
21 carbonos y estan formados generalmente por tres anillos: ciclohexeno, tetrahidropirano y
benceno.

El conocimiento de las relaciones existentes entre la estructura y la actividad de los
cannabinoides ha permitido el disefio de compuestos analogos. En algunos casos, se ha
modificado el marcado caracter hidrofébico de los cannabinoides para aumentar su
solubilidad en agua. Otras veces, se ha aumentado la afinidad por su receptor.

Ademas, las sucesivas modificaciones de su estructura han permitido la preparacion de
derivados relacionados con alguna de las acciones atribuidas a estos compuestos, evitando las
relativas a sus efectos psicotropicos. Asi se han creado cannabinoides sintéticos con
propiedades terapéuticas como la Nabilona y el Naboctate.

El primero posee, en el carbono nueve, un grupo cetonico

en lugar de un metilo, lo que le confiere un apreciable J Nabilona
. . - OH

efecto antiemético. La presencia en el segundo de un [

T - . . . NN R
grupo dietil-etilamino esterificado en el hidroxilo fendlico
- - -7 -’ - - ~'/f ""ﬁ "/ﬁ‘"‘m
implica la reduccion de la presion intraocular (Razdan, 0TS PaN TS
1986 (13)). El 11-hidroxi-"8 -THC-DMH (HU-210) es el
cannabinoide sintetico mas potente de los actualmente N(

~

conocidos. Esta propiedad esta relacionada con la

presencia de un grupo hidroxilo en C11 y de 1,1,
dimetilheptilo en su cadena lateral. Su elevada potencia Naboctate
fue clave para la caracterizacion de la anandamida, que
ha sido el primer cannabinoide endogeno aislado en
tejido cerebral.

Por otro lado, los aminoalquilindoles no estdn relacionados estructuralmente con los
cannabinoides, pero muestran un perfil farmacolégico cannabimimético. Uno de ellos, el
WIN-55212-2 se une al receptor de cannabinoides, inhibiendo la actividad de la adenilato
ciclasa, por lo que se ha utilizado en la caracterizacion de este receptor (Bell y cols., 1991
@4). La anandamida y el 2-araquidonilglicerol, que son los dos cannabinoides endogenos,
mejor caracterizados, tienen una estructura quimica muy diferente a la del ' 9 -THC y carecen

de sus propiedades psicotropicas (is).
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Productos pirazolicos y triazolicos, demuestran mayor actividad sobre receptores CB1 frente a
otros compuestos. Recientemente se han estudiado andlogos para el tratamiento de la
obesidad, deshabituacién tabaquica y otra serie de patologias mediadas por el receptor CB;,
como es el caso del glaucoma (16 Un estudio publicado en 2016, presenta una serie de
resultados interesantes respecto al SAR de compuestos pirazélicos. En este estudio tomaron
como compuesto de referencia el 8 - Cloro - 1- (2, 4' - diclorofenil) - N - piperidin - 1 - il -
1,4,5,6 - tetrahidrobenzo [6,7] ciclohepta [1,2 - c] pirazol — carboxamida, denominado
compuesto 1. Este compuesto se trataba de un analogo rigido del Rimonabant.

Revisaron la sintesis del compuesto 1, ya que sus resultados de Ki para el receptor CB1 y
CBo, eran dispares entre varios equipos de investigacion. De estas sintesis se produjeron

resultados de afinidad concluyentes.

cl Cl
rimonabant I
COMPUESTO [ KiCB; (nM) KiCB. (M)
1 sintesis A 4.20 (0.3-56) 55.7 (18-176)
1 sintesis B 8.18 (0.9-60) 85.2 (35-208)
CP-55,940 0.62 (0.2-1.9) 9.73 (1.1-18.0)
Rimonabant 2.82 (0.9-9.8) 1400 (750-2350)

Como los valores de Ki de los compuestos 1, sintetizados por diferentes vias propuestas, no
eran tan buenos como los de otros anadlogos ya estudiados, se produjeron cambios en los
diferentes radicales obteniendo distintos compuestos. De estos compuestos se obtuvieron

algunas conclusiones.
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La introduccion de un espaciador de metileno entre el anillo de ciclohexilo y el grupo
carboxamida en la posicion 3 del anillo de pirazol (de 4 a 5) produjo una duplicacion
de KiCBj, aunque esta modificacion mantuvo una buena afinidad CB1R (5: KiCB; =
19,4 nM).

No se registrd ninglin efecto significativo debido a la sustitucion del anillo de
ciclohexilo en 5 para dar los derivados 6y 7. Sin embargo, el compuesto que portaba
el sustituyente voluminoso de myrtanil (8) mostré la mejor afinidad CBir, con un
KiCB1 = 3,6 nM, que fue equivalente al determinado para el cabeza de grupo 1.

El desplazamiento de la posicion del atomo de cloruro 8 a 9 de los derivados
triciclicos basados en myrtanil indujo una disminucion de la afinidad RCB:.

La sustitucién del 2,4-dicloro-fenilo por el sustituyente 4-metil-bencilo en 1 posicion
del anillo de pirazol de 8 y 9 determiné los compuestos 10 y 11, respectivamente. En
ambos casos, la modificacion adoptada provocd una reduccion significativa de la

afinidad RCBy, con 2-3 ordenes de magnitud de aumento de KiCB; valores.

-13-
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5. Introduccion de un grupo cetona en la posicion 3 del anillo de pirazol, no gener6 una
mejor union, de hecho, el compuesto 12 mostrd un valor més favorable de KiCB1 que
demostro una disponibilidad de los electrones de oxigeno cetonico para formar enlaces
de hidrogeno con el RCB; en lugar de los del resto hidroxilo. Entre los compuestos
sintetizados, el compuesto 12 muestra la mejor selectividad RCBg, con KiCB: / KiCB:
=38,24

6. La selectividad aceptable de RCB; se registro solo para 1y 2 (KiCB: / KiCB; de 13,26
y 10,58, respectivamente).

Todo esto produjo que se escogieran tres analogos (4, 12 y 13) por sus caracteristicas
estructurales y de afinidad. Se compararon con otras estructuras no rigidas y se volvié a

demostrar la necesidad de la estructura plana para la mayor afinidad hacia el receptor CB1 (16).

Estudio conformacional

A continuacion, se seleccionaron tres de los nuevos anélogos (4, 12 y 13) para calculos
conformacionales y electrostaticos para definir algunas caracteristicas estructurales en
relacién con el sustituyente C3-pirazol.

El anélisis determind la conformacion de minima energia para 1 y es aquella en el que el
anillo de piperidina estd en conformacion de silla, con el par de electrones de nitrdgeno
solitario y el grupo de oxigeno de la carboxamida apuntando en la direccidn opuesta. También
se considero el conformador que muestra el par de electrones del nitrogeno de piperidina y el
oxigeno de carboxamida en la misma direccion propuesta por (Hurst et al, 2002 (17)). Las
diferencias de energia entre ambos conformadores fueron AE = 0,84 kcal / mol para 1 y 0,91
kcal / mol para rimonabant.

Las modificaciones estructurales realizadas en el sustituyente C3 de 1 preservan la geometria
de los anillos de fenilo y el nucleo de pirazol. Sin embargo, habia una diferencia crucial en el
mapa de potencial electrostatico de 13 en comparacion con 1, 4 y 12. Esta diferencia se refiere
a la orientacion de la region mas electronegativa de la molécula. Un enlace de hidrogeno
intramolecular, entre el grupo hidroxilo y el nitrégeno pirazol, puede estabilizar el conférmero
minimo de energia. Esta conformacion dificulta la disponibilidad del par aislado de oxigeno

para interactuar con RCB: explicando la disminucién de la afinidad (1),

-14 -
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ESTUDIO DOCKING

El estudio Docking es un método que predice la conformacion preferida de una molécula, al
estar unida a otra, con el fin de formar un complejo estable. Permite predecir la fuerza de la
asociacion o la afinidad de enlace entre dos moléculas.

El acoplamiento molecular se usa para predecir la orientacion del enlace de una molécula
pequefia, que seran candidatos a farmacos, con la proteina que sera donde ejerceran su accion
(receptor CB1 0 CB), con lo que se podra predecir la afinidad y la actividad de la molécula de
estudio (DISENO RACIONAL DE FARMACOS).

El estudio Docking permite localizar el sitio activo, realizar una busqueda conformacional del
ligando en el sitio activo, aplicar filtros que determinan rapidamente las conformaciones que
son eliminables por forma y generar un Grid, de las conformaciones que han pasado el filtro,
que es la aplicacion de rejillas tridimensionales rectangulares con las que se discretiza el
espacio alrededor del receptor o de su centro activo, evaludndose la energia de interaccién
entre la molécula y un &tomo (sonda quimica), localizado en cada uno de los nodos situados

en puntos igualmente espaciados, de la rejilla tridimensional.

espaciado {

_—

|_— regién de interés

nodo de la proteina

sonda atdmica

En un estudio realizado en 2005, produjeron los modelos 3D de los receptores CB: y CB>
humanos (dénde el receptor cannabinoide CB2 muestra un 44% de identidad con el receptor
cannabinoide CB:1), mediante modelado de homologia usando como modelo la estructura de
rayos X de la rodopsina bovina (cédigo pdb: 1F88) que es un receptor acoplado a proteina G
(GPCR). Un recurso que permite la alineacion de secuencias y la posterior construccion del
modelo.

Los efectos estructurales de la unién del ligando se estudiaron y analizaron sobre la base de
las interacciones de enlace de hidrogeno, y los célculos de energia de union. Los sitios de
interaccion potencial del receptor se determinaron a partir del anélisis del estudio de la

superficie de acceso accesible (DASA) de la proteina con y sin ligando.
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Los estudios de mutacion especificos de sitio en la subfamilia de receptores de rodopsina
sugieren que el sitio de union del ligando esté localizado dentro de la region de nucleo TM en
la hendidura formada por TM3 TM5 TM6 y TM7.

La mayoria de los residuos que son clave para GPCRs se conservan en CB1 y CB,. Las
principales diferencias de secuencia entre 1F88 y los receptores cannabinoides se encuentran
en la region transmembrana TM5. La familia de los GPCRs tiene prolina altamente
conservada en TM5 (215, 1F88), mientras que no esta presente en el receptor cannabinoide v,
adicionalmente, dos residuos tirosina (207 y 208, numeracion CB>) estan presentes en CB1
mientras que es una region que normalmente contiene una Unica tirosina en CB,. Ademas,

esta region muestra en CB1 y CB2 un entorno aromatico fuerte, mas notable en CB..

C. Montero et al. / Enropean Journal of Medicinal Chemistry 40 (2005) 75-83
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Montero C, Campillo NE, Goya P, Paez JA. Homology models of the cannabinoid CB1 and CB2 receptors. A docking analysis study. 2005 Jan; 40(1):75-83.

Otra diferencia importante es la ausencia en CB: y CB> de las cisteinas implicadas en un
puente disulfuro presente en todos los miembros de la familia de los GPCR. Sin embargo, hay
dos otras cisteinas conservadas en ambos receptores cannabinoides que podrian estar

involucrados en un puente disulfuro.
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Por otro lado, las diferencias mas importantes entre CB1 y CB> se localizan en el extremo N-
terminal, el bucle extracelular Il (EL2), C-terminal de la hélice transmembrana VII (TM7) y
el C-terminal. S6lo CB: de todos los miembros de la clase | de la familia GPCR tiene una
larga N-terminal, aproximadamente de los 70 residuos y los estudios no muestran ningun
golpe significativo en esta region. CB: tiene una serina (en la posicion 317) situada en el
bucle intracelular 111 (IL3) que es un sitio fosforilado de la proteina kinasa C (PKC) mientras
que en CB2 esta serina no esta presente. CB1 muestra una region (RXAFRS) que esta bien
conservada en receptores de canales cationicos tales como el receptor vanilloide VR1 lo que
podria demostrar la accidn de los analogos de cannabinoides sobre estos receptores.

Con el fin de investigar la predictividad, asi como las caracteristicas del sitio de union de
nuestros modelos y para facilitar el disefio racional de nuevos ligandos selectivos del receptor
cannabinoide se realizd un acoplamiento de los ligandos cannabinoides, es decir, un estudio
Docking.

Como regla general, la interaccion del ligando con el receptor cannabinoide esta mediada por
enlace de hidrégeno especifico y por interacciones aromaticas entre la cadena principal del
ligando y el sitio activo del receptor. Teniendo en cuenta estos hechos, utilizaron las
interacciones aromaticas y las de enlace de hidrégeno como el principal criterio de andlisis.
Se calculd la energia de la union para cada complejo receptor-ligando.

PUENTEDE | CONTACTO | ENERGIA DE _
LIGANDO Ki
HIDROGENO AR-AR AFINIDAD
SR 141716A | O(CO)-Lys 122 | Phe130,Phe198, 54,00 2.2
(CB1) N- Trp 209 Trp209,Trp286 ’ 5.9
AM-630
O-Thrl14 Phe197 -39,72 31.2
(CBy)
N(1)-Ser165
SR144528 N(2)-Ser 165 | Trp172, Tyr190 5793 1.99
(CB>) O(CO)-Serl61 | Trp194, Phel97 ’ 5.6
N(NH)-Val164

La identificacion del sitio de emplazamiento y las conformaciones de union de los ligandos
cannabinoides dentro de los receptores CB es de gran interés para la comprension de
principios que explican las interacciones entre el ligando y los residuos de aminoacidos y para
el disefio de nuevos ligandos.

-17 -
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El disefio de ligandos representa un enfoque integral util para proporcionar informacion
estructural no disponible a partir de los métodos experimentales. Se han utilizado estudios de

acoplamiento para estudiar orientaciones de union y prediccion de afinidades de union (ig).

CONCLUSION
La revision bibliogréfica de las diferentes fuentes ha permitido concluir que los
cannabinoides, los ligandos enddgenos, asi como los compuestos analogos, presentan una
conexion con los tratamientos habituales para el glaucoma, ademas de poseer su propia accion
sobre la disminucidn de la PIO, demostrando su gran potencial como futuro tratamiento.
Por un lado, los cannabinoides median su accién por los mismos canales BKCa que los
analogos de prostaglandinas, permitiendo el incremento del drenaje uvoescleral. A su vez
interaccionan con los receptores RAP, disminuyendo la entrada de humor acuoso desde el
cuerpo ciliar y aumentando el flujo de salida. Por otra parte, no se descartan otras posibles
vias de accién de estos compuestos, como su participacién en vias donde se produce una
heterodimerizacion CB1 / RAR>.
El estudio de su relacion estructura actividad no sélo ha permitido el desarrollo racional de
farmacos, sino que también ha permitido conocer en profundidad estructuras del receptor no
conocidas hasta el momento.
Respecto a los pirazoles, se han conseguido diferentes resultados interesantes que abren un
campo mas amplio de estudio para el tratamiento de esta patologia:
- Entre los compuestos sintetizados, el compuesto 12 muestra la mejor selectividad para
el RCBy, con KiCB2 / KiCB; = 38,24.
- El compuesto 8, que portaba el sustituyente voluminoso de myrtanil, mostro la mejor
afinidad para RCB;y, con un KiCB1 = 3,6 nM, que fue equivalente al determinado para
el cabeza de grupo 1.
- Sélo se consiguio una selectividad aceptable para RCB: en los compuestos 1 y 2
(KiCB2 / KiCB:1 de 13,26 y 10,58, respectivamente).
Por otro lado, el estudio conformacional permitié determinar la orientacion mas favorable y es
aquella en la que el compuesto 1 tiene el que el anillo de piperidina en conformacién de silla,
con el par de electrones de nitrégeno solitario y el grupo de oxigeno de la carboxamida
apuntando en la direccion opuesta.
Por ultimo, el estudio Docking ha permitido conocer las interacciones principales necesarias
para la union del ligando con su receptor: el enlace de hidrogeno especifico y las diferentes

interacciones aromaticas.
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