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PROGRAMMA DI CHIMICA FARMACEUTICA E
TOSSICOLOGICA |

Descrizione sistematica dei farmaci per le patologie del sistema nervoso, cardiovascolare, endocrino e immunitario.

Introduzione: Componenti cellulari; composti chimici endogeni ed esogeni; biomacromolecole; neurotrasmettitori, ormoni & vitamine;
recettor,

Farmaci attivi su neurotrasmettitori ed enzimi: colinergici; adrenergici; serotoninergici; aminoacidergici. Inibitori della conduzione
nervosa. Inibitori delle fosfodiesterasi.

Agenti farmacodinamici attivi sul SNC: anestetici generall; sedativo-ipnotici; anticonvulsivanti; antidepressivi; antipsicotici e
ansiolitici; allucinogeni e stimolanti, farmaci opioidi; antiparkinsoniani and spasmolitici,

Agenti farmacodinamici attivi sul sistema cardiovascolare: farmaci cardiaci; diureticl; ACE-inibitori; calcio bloccanti. Simpaticolitici
vasodiatator; antiperlipoproteinemici; farmaci per il sangue.

Farmaci attivi sul sistema endocrino: antidiabetici; ormoni stercidel; farmaci per la tiroide e f'omeostasi del calcio.

Farmaci attivi sul sistema immunitario: anti-infiammatori; antiistaminici, antiallergici e antiulcera,

Agenti di contrasto e radiofarmaci.

Classificazione dei farmaci secondo il sistema ATC

Riposizionamento dei composti studiati nella parte sistematica. Databases.

Metodologie di sintesi organica di molecole farmacologicamente attive

Esempi di procedimenti sintetici classicl. Metodologie di drug discovery. Biotecnologie farmaceutiche, Farmaci peptidici e proteici,
Farmacocinetica e analisi dei farmaci nei fluidi biologici

Studio della determinazione di farmaci nei compartimenti biologici in funzione delle caratteristiche chimico-fisiche, Parametr
farmacocineticl, Solubilita, estrazione, analisi di farmaci,
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CHIMICA FARMACEUTICA E TOSSICOLOGICA IT

CHIMICA FARMACEUTICA TOSSICOLOGICA II La chimica farmaceutica

si occupa della scoperta,
Testi consigliati:

Materiale didattico del docente dello SV'IUPPO'
W.0. Foye, Principi di Chimica Farmaceutica, Piccin. dell'identificazione ed
G. L. Patrick, Chimica Farmaceutica, EdiSES. . .
- : interpretazione del
Modalita di Esame: Prova scritta e prova orale . .
meccanismo a livello
What? Di che cosa parliamo? molecolare di composti
; biologicamente attivi.
?C':"’ ; DEFINIZIONE DI CHIMICA FARMACEUTICA (IUPAC): 9
siilin Parleremo soprattutto di
La Chimica Farmaceutica si occupa della scoperta, dello sviluppo,
dell’identificazione ed interpretazione del meccanismo d’azione a livello fqrchi del SNC Ne”a
molecolare di composti biologicamente attivi.
Il farmaco costituisce il suo oggetto di studio piu importante, anche se seconda par"fe del corso
’interesse della Chimica Farmaceutica non & limitato ad esso ma comprende
le sostanze bioattive in generale. pqr‘ler‘emo dei farmaci
La Chimica Farmaceutica si occupa anche dello studio, dell’identificazione e
della sintesi dei prodotti del metabolismo e dei composti ad essi correlati. che hqnno a che fqr‘e con

il sistema colinergico,
adrenergico.
Poi passeremo ai farmaci del SNC e parleremo alla fine alla fine della patologia, la seconda parte del
corso analizzera i farmaci attivi sulle diverse patologie.
Il farmaco & I'oggetto di studio pil importante, anche i suoi metaboliti possono avere un'azione biologica
importante, oppure possiamo avere non solo prodotti di sintesi ma anche prodotti di origine naturale
tutti i composti attivi nel frattamento di patologie.
Per identificare un  farmaco

possiamo dare un nhome chimico NOMI DEI FARMACI

secondo la nomenclatura IUPAC: Genim 1. Nome brevettato o depositato; simbolo soprascritto ® ( registered
. famlas ] trade mark); nome di fantasia
possiamo dare la nomenclatura DCI, 2. Nomenclatura DCI (denominazione comune internazionale) o
. . nome generico; coniato dalla W.H.O. (world health organization)
nome brevettato. Abbiamo visto 3. Nome chimico
. . , .. 4. Sigla ATC
nella sistematica che I'aspirina,
ancora oggi studiata per i suoi
. o . i Esempio: COOH
meccanismi, ¢ | esempio di farmaco NOME BREVETTATO: ASPIRINA® I\Wm
. . . NOME GENERICO:  ASPIRINA, 0. -CH, : RINA /
con diversi nomi, nome brevettato ACIDO ACETILSALICILICO \g/ \§
GSPlr‘lna, nome gener‘lco GSPIr‘an ° NOME CHIMICO: acido 2-(acetilossi)benzoico
. . T . SIGLA: 50-78-2 (numero di CAS); A01ADO5, BO1AC06, NO2BAO1 (ATC code =
0C|d0 GCC"'I ISC(I ICI I Icol nome ChlmlCO classificazione An(atomica TerapeuZica Chimica una lettera: organo be(rsaglio; due cifre:
. . . . . gruppo terapeutico; una lettera: sottogruppo terapeutico-farmacologico; una lettera: classe
acido 2-aceti IOSSIanZOlCO, Slg'Cl chimica; due cifre: principio attivo)
B: sangue ed organi emopoietici; 01: agenti antitrombotici; A: antitrombotici; C: antiaggreganti
ATC 50-78-2. piastrinici, eccetto eparina; 06: aspirina

La sigla ATC ¢ una sigla, il farmaco

puo essere catalogato in maniera diversa, la prima lettera fa riferimento all'organo bersaglio (ad
esempio A sta per tratto alimentare, B sta per blood quindi sangue), seguita dai due numeri che
identificano il gruppo terapeutico, una lettera identifica il sottogruppo terapeutico, seguita da una
lettera che ci dice la classe chimica e da due cifre che ci dicono il principio attivo. L'insieme di futte
lettere e numeri, la sequenza identifica il farmaco.

Se il farmaco ha diverse patologie target, diversi organi bersaglio, pué avere pit codici come nhel caso
dell'aspirina.
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METODI DI CLASSIFICAZIONE DEI FARMACI (1)

» Provenienza: a) dal regno minerale, composti inorganici b) dai
regni animale e, soprattutto, vegetale, composti organici c¢) dalla
sintesi chimica d) dalla fermentazione (vitamine, antibiotici,
amminoacidi) e)dalla biotecnologia (es. insulina ricombinante).

» Modalita d’Azione: a) farmaci eziologici (agiscono direttamente
sulla causa della malattia, es. chemioterapici) b) farmaci sostitutivi
(es. insulina, estrogeni) c) farmaci impiegati per trattamenti
sintomatici (febbre, dolore, insonnia..., ma anche affezioni
neuropsichiatriche, cardiovascolari, respiratorie...).

» Natura della Patologia: classificazione di tipo fisiologico adottata
da OMS, sulla base del “luogo” organico d’azione dei farmaci (SNC,
apparato genito-urinario, apparato muscolo-scheletrico....). La

Metodi di classificazione dei farmaci

Ci sono diversi modi per classificare i
farmaci della sistematica che vedremo
insieme.

Tante proposte e tanti punti di partenza
possono esserci, fino ad arrivare a quello
oggi utilizzato.

Un modo di classificare generale, non
utile per noi, e la provenienza, anche se

suddivisione si riconduce al manuale della classificazione statistica

internazionale delle malattie (17 categorie generali complessive). un far‘maco s pOf‘fG dIeTI"O ovviamente 'O

sua provenienza. Pochissimi  hanno

» Struttura Chimica: essenziale in chimica farmaceutica (RSA,
progettazione e valutazione biofarmacologica di analoghi strutturali
modellati su un lead compound).

provenienza dal regno minerale, pochi dal
regno animale, molti dal regno vegetale,
moltissimi dalla
chimica, molti dalla fermentazione ed alcuni oggi anche dalla biotecnologia.

provengono sintesi

Un'altra classificazione & la modalita d'azione, ovvero ci sono dei farmaci eziologici, come per esempio i

chemioterapici, che vanno ad agire sulla causa della malattia, i farmaci sostituitivi, come ad esempio
alcuni ormoni (insulina) oppure farmaci sintomatici (che si utilizzano per esempio per trattare il dolore
piuttosto che l'insonnia oppure affezioni cardiovascolari, respiratorie).

Un'altra via di classificazione & quella sulla natura della patologia e, quindi, dove & localizzata la

patologia (a livello del SNC, apparato muscolo scheletrico, apparato genito-urinario), sono 17 le
categorie individuate.
Oppure si possono classificare sulla base della struttura chimica, questa e una classificazione che

useremo, ad esempio del capitolo per esempio degli agenti antipertensivi andremo a classifica sulla base
della struttura chimica. Quindi vedremo che alcune classi nascono perché derivati da certi composti e
quindi sono modellati sulla struttura, spesso sono analoghi di quella struttura.

Giungiamo alla classificazione che usiamo in campo farmaceutico, che troveremo anche nei testi, in altre
parole la classificazione semplificata

usata in ClmbITO chlmlco—far'maceuhco. METODI DI CLASSIFICAZIONE DEI FARMACI (II)

Commcer‘emo con | fﬂl"mOCI attivi SUl » Sistema Anatomico-Terapeutico-Chimico: inquadramento sulla base
del sistema organico sul quale esercitano la loro azione.

» | farmaci vengono attribuiti a 14 gruppi anatomici (A: sistema
alimentare; B: sangue e organi emopoietici....).

7 A questa prima attribuzione fa quindi seguito I'indicazione della
malattia e della classe chimica d’appartenenza.

sistema nervoso periferico.
Quali sistemi  di
neurotrasmissione fondamentali

sono i due

nell'innervazione dei diversi organi del METODI DI CLASSIFICAZIONE DEI FARMACI (Il

nostro COI"PO? Classificazione semplificata usata in ambito chimico-farmaceutico

1) Il sistema colmer‘glco A. Farmaci attivi sul sistema nervoso periferico:
Si trattano tutti gli agenti agonisti ed antagonisti dei sistemi

1)colinergico e 2)adrenergico. 1)Colinergico: agonisti muscarinici e

2) Il sistema adrenergico

nicotinici. 2)Adrenergico: agonisti a-adrenergici, antagonisti a-
adrenergici, agonisti B-adrenergici, antagonisti B-adrenergici.

Nella sistematica avremo moltissimi
farmaci che agiscono sui recettori, alla
classificazione generale dei recettori
avremo i recettori canale, i recettori accoppiati alla proteina 6.

Sui recettori dovremo riprendere tutti questi concetti, abbiamo visto cosa € un recettore, un agonista,
un antagonista.
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All'interno del sistema colinergico, quindi, per

esempio, dovremo riconoscere due grandi
sottoclassificazioni che fanno parte di due diversi
tipi di recettori che 'acetilcolina ha.

Da qui vedremo delle molecole che hanno diversi
tipi di azione a seconda che agiscano sul
recettore muscarinico o hicotinico.

Faremo lo stesso discorso sul recettore
adrenergico, dove avremo una classificazione in q,
in P, anche qui avremo agonisti e antagonisti,

entreremo nel merito pili avanti.

- D. Farmaci delle malattie metaboliche o endocrine:
In questa categoria sono stati introdotti farmaci di difficile
collocazione.
Ad esempio gli antinflammatori, gli antiartritici, gli antidiabetici, gli

ipolipemici, gli anoressizzanti e la maggioranza degli ormoni peptidici e

steroidei

'@ 5 E. Farmaci chemioterapici
Chirm — = a q o o
sEhbRh Originariamente per chemioterapia si intendeva il trattamento, con

farmaci selettivi, di malattie causate da agenti infestanti quali

protozoi, funghi, batteri, virus e, in genere, parassiti che provocano

malattie infettive. Il concetto di “tossicita selettiva” & associato
anche alla terapia anticancro, di fatto inclusa nella chemioterapia.

‘ PARTI DEL PROGRAMMA
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- B. Farmaci attivi sul sistema nervoso centrale: psicotropici e
neurologici
Il SNC (cervello e midollo spinale) & deputato al controllo dei pensieri,
delle emozioni, delle sensazioni e delle funzioni motorie.
| farmaci psicotropici (antidepressivi, antipsicotici, ansiolitici e
psicomimetici) agiscono sulle funzioni mentali e sull’umore.
| farmaci neurologici si possono suddividere in anticonvulsivanti (cura
dell’epilessia), sedativi e ipnotici (disturbi del sonno), analgesici
(soppressione del dolore) e anti-parkinson.

s | C. Agenti farmacodinamici
Influenzano le funzioni dinamiche dell’organismo, ad es. [’apparato
cardiovascolare. Tra questi gli antiaritmici, gli antianginosi, i
vasodilatatori, gli antipertensivi, i diuretici, gli antitrombotici, che
intervengono con vari meccanismi sul cuore o sulla circolazione
sanguigna.
Farmaci antiallergici e farmaci che agiscono sul tratto gastrointestinale,
sulla respirazione e sul sistema genito-urinario vengono solitamente
inseriti in questa categoria.

Abbiamo poi i farmaci che sono attivi sul
SNC.
sottoclassificazioni.

Anche qui vedremo poi le
Infine arriviamo alla terza del programma

owero gli agenti farmacodinamici,

sostanze che influenzano le funzioni
dinamiche dell'organismo, quindi parleremo
di farmaci che agiscono sull'apparato
cardiovascolare, i farmaci antiallergici,
tratto

gastrointestinale, sulla respirazione e sul

farmaci che agiscono  sul

sistema genito-urinario.

Abbiamo inserito alcune slide per introdurre bene alcuni argomenti che sono fondamentali.

Classificare un farmaco sulla base
della sua struttura ci fornisce
sicuramente degli strumenti in pid,
bisoghera sapere perché due farmaci

appartenenti alla stessa categoria,

vanno ad adattarsi allo stesso
recettore, ma hanno effetti
desiderati diversi con una

farmacocinetica diversa.

Bisognera sapere perché un farmaco
non puo essere assunto da quel
determinato paziente.

Non bisogna sapere solo perché, ma
molto  sulla

bisogna  ragionare

struttura chimica. Perché magari &

Quali informazioni bisogna sapere?

how?

. Si identificano i possibili bersagli/macromolecole

(enzimi/recettori/trasportatori) coinvolti nell’azione di un
neurotrasmettitore o nella patologia

. Si descrivono le macromolecole biologiche coinvolte

(enzimi/recettori/trasportatori), il sito attivo/catalitico e le
interazioni che il mediatore/substrato naturale instaura con esso

. Si descrivono le molecole biologicamente attive come agonisti/

antagonisti/inibitori di enzimi/recettori/trasportatori mettendo in
evidenza:
+ relazione struttura attivita, proprieta chimico-fisiche (logP,
pKa), profilo ADME, principali metaboliti
» confronto tra farmaci della stessa classe per correlare alla
struttura chimica: differenze di potenza, di profilo
farmacocinetico, di interazione con altri farmaci, effetti
indesiderati, di tossicita.

stata fatta una modifica chimica. Non deve essere qualcosa in pit, ma deve essere uno strumento che ci

rimarra in futuro per la lettura di una scheda tecnica.

Ci sono tanti target recettoriali, quindi dobbiamo avere dimestichezza nella descrizione, non descrivere

con i domini transmembranali ecc., ma descrivere i siti di legame, le tasche, come si lega, cosa e

necessario alla molecola perché possa legarsi come agonista o come antagonista.
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remember!

Che cosa € bene tenere a mente?

Questo ci permettere cio che &
fondamentale per la chimica

wchim SAR:

Farm Toss| A . p t
nell’interazione con il bersaglio?

derivati da uno stesso lead compound?

1. che ruolo hanno i diversi gruppi funzionali di un farmaco

2. Come vengono modificati i gruppi funzionali tra farmaci analoghi

farmaceutica, la relazione
struttura attivitd, la cosiddetta

SAR, perché non ¢é tanto la

AOH
esempio: i i
in questa molecola i diversi gruppi N
. : . HaG'
funzionali potrebbero dare con il } Yoda

sito di legame queste interazioni

quali gruppi sono realmente
essenziali per 'interazione con il
sito di legame del bersaglio? le
modifiche portano ad analoghi
meno attivi?

conoscenza  della  struttura
chimica, ma quanto la conoscenza
a cosa serve per l'interazione.

Se pensiamo a quali inferazioni
possano avere i  farmaci,
dobbiamo considerare tutti gli
aspetti, perché se una volta
progettato il farmaco non supera
nessuna  membrana  (perché

magari troppo grosso) non andra

bene, quindi dovrd considerare la SAR, la pka, il profilo ADME.

Quali possibili interazioni possono dare? Parliamo di molecole organiche, queste molecole hanno una

serie di gruppi funzionali nella struttura. Cambiare gruppo funzionale, se parliamo di un gruppo di

farmaci, significa cambiare anche se la molecola € attiva o non attiva.

Bisogna capire bene, nell'interazione con un certo bersaglio quale sia il ruolo di quel gruppo funzionale,

cioe devo valutare i siti di attacco con il target.

Dovremmo essere in grado di leggere quali siano le potenziali interazioni con il sito bersaglio. Bisogna

valutare i possibili punti di attacco.

Quando parliamo d'interazione, di formazione di legame, tra una molecola e il suo target, parliamo

ovviamente di energia.

Prendiamo le successive slides come avere
un ‘glossario’ della chimica. Leggeremo i
gruppi  funzionali  correttamente e
sapremo quali potrebbero essere le
interazioni. Ad esempio nel caso del
gruppo alcolico, I'ossigeno ha due doppietti
elettronici che sono fonte d'interazione.
Immaginiamoci di avere un residuo di
lisina nella tasca recettoriale, quei due
idrogeni terminali della lisina possono dare
un'interazione con l'ossigeno.

Mi aspetta, quindi, che questa molecola
possa dare inferazioni. E importante

7 di 524

&Chv‘m
Farm Toss |

Es.: ruolo del gruppo alcolico
nell’interazione con il sito di
legame del bersaglio:

» formazione di legami a H

Recettore
la presenza del legame

etereo puo ostacolare la
formazione del legame a H y

la presenza del legame
estereo puo ostacolare la
formazione del legame a H

questo legame? Fondamentale per il recettore? Il chimico farmaceutico, per rispondere a questa

domanda, derivatizza (?) l'ossidrile, facendone un estere e vede cosa succede.
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planare

e dell’ alch

ruolo dell’anello

R

Anello aromatico
R

S STY,

Superficie di legame
lipofila piatta

R &R
Piatto £=C_ Ingombrante

RBC=CAGy H H

Swe;kie di legame

Superficie di legame

ruolo del gruppo chetonico ed aldeidico
nell’i il sito di legame del ber:

Carboniie, ‘Akcol, tetraedricol

Ragione di legame _ Regione d| legame|

e’
e
H

Yo

+ interazione
dipolo-dipolo

Regione di legame.

Regione di legame

Akol
e
R4
¥

>

lipofila lipofila

a»

lipofila piatta

Interazione
scarsa.

m i
cicloesanico
H H

g

Superficie di legame.

sito di legame del berugllo

ruolo del gruppo carbossilico nell’interazione con il

ruolo del gruppo amminico nell'interazione con il sito di legame del bersaglio:

HEBD

% % chim

WA
0:¢HBA
R
HIACD 1Q=H —=HED

HBA

Acido carbossilico

o
2

R=C. O
£

lone carbossilato

Interazione ionica
elo logame
S 3 kdrogeno (forto accettore)

Q—H 0—R
Acido carbossilico \_ Estere

10—H cHy
Alcol primario

0:

Chetone  Ammide primaria/

Analochi

per il gruppo ammidico :

«isosteria»:

atomi o gruppi di
atomi che hanno la
stessa valenza (o

Isosteri monovalenti CHz, NHy, OH, F, CI, SH
r, i-Pr
I, t-Bu

CH,, NH, 0,5

o 0 0 o
E/JLﬁ:’a “,L/ILH’?’; E/JLD& ‘-,‘/u\sf’k

Isosteri bivalenti

Isosteri trivalenti N=§

=

W,

) ) ! =

Equivalent I O Q
oo oY

+ possono essere usati per valutare l'importanza di un dato
gruppo nella formazione del legame con il bersaglio:

ueste ed altre modi

he stru

Farm Toss | R H -
i = HBA el + G HBA HBD Farm Toss |
= ¢ R A Ammide torziaria Ammide secondaria
Ammina terziaria Ammina secondaria \ @ " @ HBA
aueN—H —=HED aN=H —= HED HBD  HBA
Hmi rRY i 01 ¢HEA
H* G H o 0GHBA & R—\
" L o 0-R' Q-R
N S N=C, HBA 10 HBA = O
HBD‘/H'RN 4—HBA " 0 N I}
wN=H —= HBD HBA HBA
Ammina primaria ygp =T = .
e Ammida primaia per i gruppi estereo ed etereo:
: egame. Lttt b 2B ac.e
per il gruppe ammonico 7 ‘ fowkes
oltre all’interazione di tipo ?;;?' &
e h
ionico & possibile . b
instaurare: @ Sito di legame HBD
R R N 07T v
r? ° Farmaco Wnerazion: A N~ a
Legame’ s ook Y
ionico <20 data %,N - per gli eterocicli:
? k\ \> + interazione
NT N
N \
Sito di legame ‘Sito di legame: ﬁ H
aha \HED

Anche l'amina possiamo averla nhella forma neutra o nella forma protonata. Anche l'eterocicli puo

comportarsi nelle interazioni come accettore.
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Il punto di partenza in

questa scaletta di SISTEMA NERVOSO PERIFERICO
argomenti era quello di Mol
| sne scheletrico
incentrare  l'attenzione (Somatico) © COMATICO
UN]

sul sistema nervoso, in

H H H SNC Sinapsi
particolare  cominciando (b | @ .
dal SIS‘I’emG hervoso Simpatico . b :

. . QH J\NW Adrenalina
periferico. Queste parte %_\mm yra—

Sinapsi

o del surreng
|n1'r‘odu1"hve soho VISTe Parasimpatic o-

velocemente, perché date

Muscoli lisci

per  scontate.  Nello Muscolo cardiaco
. <] neuroni che li compongono sono definiti sulla base del neurotrasmettitore
schema che seguiremo, rilasciato come adrenergici o colinergici
l'idea & que”q di andare a «l’acetilcolina & il neurotrasmettittore piu “diffuso” in quanto & rilasciato da
tutti i neuroni pregangliari del SNA, simpatico e parasimpatico, dai neuroni
collocare le classi di postgangliari del parasimpatico e anche da alcuni neuroni postgangliari del

simpatico (delle ghiandole sudoripare e salivari)

COI’I’\pOSﬂ che studiamo in +& rilasciata anche da alcuni neuroni del SNC

quella che ¢ la loro azione

sull'organismo e in quello che ¢ il meccanismo fisiologico in cui rientrano. L'interazione fisiologica con un
certo target macromolecolare per essere compresa a fondo nei suoi risultati, nei suoi effetti richiede
che noi dobbiamo sapere le funzioni del target.

Questa e una classificazione che conosciamo gia, sappiamo com'e fatto il sistema nervoso. In questa
prima fase ci interessiamo al sistema nervoso autonomo o vegetativo e in particolare entriamo in
queste due porzioni, andiamo cioe a considerare quelle molecole che interagiscono con dei target e con
delle funzioni che sono svolte dal sistema nervoso cosiddetto parasimpatico o simpatico.

Prima di tutto partiamo dal parasimpatico: giusto per ricordare cié di cui stiamo parlando, abbiamo qui
lo schema delle fibre nervose che sono presenti all'interno, il modo in cui sono suddivise le fibre
nervose del parasimpatico e del simpatico.

In particolare, nel nostro caso, stiamo cominciando a considerare quelle fibre nervose che fanno parte
di questo schema, quindi gid questa rappresentazione serve per farci vedere dove si collocano i
recettori, dove agisce il neurotrasmettitore acetilcolina, dove andremo a vedere le azioni
farmacologiche delle molecole che oggi vedremo, dove saranno espletate le azioni.

Qui gia vediamo che sono coinvolte tutta una serie di organi, dal cuore allo stomaco, a tutto il tratto
gastrointestinale, quindi agli organi viscerali, alcune ghiandole come le salivari per esempio, le ciliari e
alcuni muscoli che sono in questi distretti come i muscoli ciliari, lo sfintere pupillare... ci sono diversi
target.

Lo stesso schema, con la stessa suddivisione, con alcune informazioni in pil, informazioni che gida
abbiamo, riprendiamo quali sono i neurotrasmettitori coinvolti in queste terminazioni sinaptiche, a livello
delle comunicazioni di queste sinapsi. Gia dalle sigle capiamo che I'acetilcolina & presente, & coinvolta
nella maggior parte di queste comunicazioni a livello sinaptico, mentre tutto il sistema adrenergico si
concentra nelle terminazioni post-gangliari del sistema nervoso simpatico.

Qui abbiamo tutto il parasimpatico, poi abbiamo il sistema nervoso somatico, quindi l'acetilcolina ¢ il
mediatore anche nelle placche neuromuscolari.

Vediamo anche delle sigle tra parentesi, dove M sta per recettore muscarinico e N sta per recettore
nicotinico; vedremo che il mediatore & lo stesso ma il target molecolare & diverso.
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Da questa suddivisione, & che chiaro che I'acetilcolina & il neurotrasmettitore pit diffuso nel nostro
sistema nervoso periferico, autonomo, si trova a livello delle terminazioni gangliari sia nel simpatico sia
nel parasimpatico. E anche il neurotrasmettitore dei neuroni post-gangliari del parasimpatico e poi
anche a livello di alcuni neuroni post-gangliari del simpatico (per esempio le ghiandole salivari,
sudorifere).
Ci sono, anche a livello centrale, delle aree importanti che contengono anche recettori e quindi delle
fibre che rilasciano acetilcolina.

Per ricordare bene

gli organi, vediamo

SISTEMA NERVOSO PERIFERICO

questa slide. Dove
PARASYMPATHETIC NERVES SYMPATHETIC NERVES
“Rest and digest” “Fight or fiight” andranno le sostanze
Gl effetti dei Comisiorin - @ Dhepuks che interferiscono
neuroni colinergici Stimulate saliva: qe @~ \ ~Gele Inhibit .
=N . livatit
si estendono sulla g / J R con QUCSTO sistema
batira lisciae Slow heartbeat 3’ Increase . ..
e - R Grania ; heartbeat di neurotrasmissione
cardiaca, su certe it ‘ Cervlcal | edinbis S
g ; A AL L.
ghiandole esocrine. airways @(ﬂ neves | & 57 "J Relax airways e QUmdl ad eSPIe‘rar'e
Lt
;S-UH'a muscolatura Stenislahes apHvity }{- o Inhibit activity la loro azione? A
iscia del tratto of stomach Thoragic| % of stomach
gastrointestinale, INHED leca o y nerves = = Stimulate livello delle upille
del tratto urinario, of glucose; | . = release of pup !
g B s stimulate &Y glucose; inhibit .
dell’occhio induce gallbladder ) ,: — gallbladder delle ghlandole, del
contrazione : o 5 : Inhibit activi
Stimulatt 5 nhibit activity . .
acltrir\]/li‘;;; Lumbar o % of intestines ritmo CGr‘dIGCO, a
Sulla muscolatura intestines Rries 11 ,.:(Q* . i
liscia vascolare E 7 i epinephrine livello delle vie aree,
induce rilassamento g AT and norepin- | ” q |
e sul cuore riduce il ephrine a livello el tratto
S il Contract bladder neFves iRC o g Rolaxbladder rointestingl '
ioni Promote 2 R Promote
contrazioni. 9;90“0-,?3] Z ¢ Y \ o gastrointesTinale, poi
of genitals ! and vaginal . .
g —— a livello della vescica

per esempio, a livello
della contrazione della muscolatura liscia viscerale.
Qui abbiamo l'indicazione di che cosa faccia l'agonista acetilcolina: costringe le pupille, stimola la
secrezione salivare, rallenta il battito cardiaco, costringe le via aree e cosi via. Questo & I'effetto che
media |'agonista acetilcolina sul recettore colinergico, quindi questo significa che tutte le volte che noi
avremo un'azione colinomimetica, in senso generale, direttamente o indirettamente, avremo questi
effetti fisiologici. Tutte le volte che, invece, avremo un'azione cosiddetta colinolitica, in altre parole di
blocco di azione dell'acetilcolina, avremo I'azione opposta. Ovviamente dobbiamo considerare che in
diverse patologie, ci saranno diversi organi che saranno target preferenziali, gli effetti mediati sugli
altri organi saranno potenzialmente effetti indesiderati.
Nelle slides vedremo diverse frasi tra cui: la fase di produzione di acetilcolina a livello della
terminazione presinaptica; vedremo lo spazio intersinaptico dove il neurotrasmettitore viene rilasciato;
vedremo poi ci sono i recettori post-sinaptici rappresentati come un recettori incastrati nella
membrana del neurone post-sinaptico; vedremo un altro elemento fondamentale, sempre nella
membrana, che & un enzima che distrugge, separa le due componenti da cui e costituita I'acetilcoling;
infine vedremo che poi c'é¢ un meccanismo di re-uptake della colina stessa.
Il meccanismo di produzione del neurotrasmettitore lo dovremmo conoscere tutti.
Vediamo ora alcune definizioni degli attori che possono essere presenti a livello di una sinapsi.

Centro stampa Copysprinter — Stampa Autorizzata dall’autore 10 di 524



Centro stampa Copysprinter — Stampa Autorizzata dall’'autore 11 di 524

In questa rappresentazione
schematica della  sinapsi
Recettori postsinaptici e recettori presinaptici (autorecettori) colinergica abbiamo visto il

Autorecatiors
{recettore
presinaptice)

Recetiore
postsinaptico

recettore post-sinaptico
che accoglie questa

| Agonista I | Antagonista

macromolecola proteica nel
suo sito di legame, |l

Stmolazions
del receiiore

' |

Organa sfiettor (neurcne, | Ganerazione I | Blocco 0 fOI"mGZione del COH’\p'eSSO

muscolo, ghiandola, .| o rmoZAMeno ineholimento
degi elfetl degli effeiii

neurotrasmettitore; il
recettore va incontro a una

|

del ligando con il recettore,

NA " adattamento indotto e
/ ecettore della noradrenalina .
;\7 o 4P Rooors el ronsdeneia trasduzione del segnale
e 0 Recettore della acetilcolina
o @ Promuove il rilascio di Ach (pr‘Oduzlone dl un Segnale e
= © Inibisce il rilascio di Ach

di un responso biologico che

Recettore
bersaglio

si tradurra in un certo
effetto a livello dell'organo o della fibra nervosa o delle ghiandola o del muscolo). Il suo effetto e quello
di attivare, stimola il recettore. Un agonista stimola il recettore, un agonista che si comporta come
I'acetilcolina andra a generare gli stessi effetti dell'acetilcolina o a rafforzarli; in alcune patologie c'e
proprio una carenza di questa trasmissione colinergica e quindi I'agonista, di sintesi per esempio, va a
rafforzare gli effetti.
Abbiamo un altro attore possibile, il recettore che non e rappresentato in questa slide, ma in altre
sinapsi ha un ruolo molto importante, ed ¢ il recettore pre-sinaptico. Il neurotrasmettitore rilasciato
nello spazio intersinaptico pué andare sul recettore pre-sinaptici o post-sinaptici. I recettori pre-
sinaptici hanno, di solito, un ruolo di andare a inibire con un feedback negativo il rilascio del

neurotrasmettitore da parte della tferminazione pre-sinaptica. Quindi se produciamo e introduciamo
nell'organismo un antagonista pre-sinaptico abbiamo I'effetto opposto, non abbiamo la stimolazione del
recettore, ma abbiamo l'inibizione della liberazione del neurotrasmettitore.

Immaginiamo di avere, non l'acetilcolina che va su entrambi i recettori pre-sinaptici e post-sinaptici, ma
delle molecole che selettivamente vadano sul post-sinaptico o pre-sinaptico avremo, attraverso due

molecole agoniste, effetti diversi e opposti.
Invece, avendo la possibilita di avere un‘antagonista, cioe una molecola che sia affine ai recettori

dell'acetilcolina, ma che non abbiamo la cosiddetta attivitd intrinseca, non dia 'adattamento indotto che
scatena il responso, ma occupa il recettore al posto dell'acetilcolina, impedendone I'effetto.

Se io ho un antagonista al recettore post-sinaptico, avra I'effetto di blocco o indebolimento degli
effetti; se, invece, ho un'antagonista al recettore pre-sinaptico, il risultato sara la generazione o il
rafforzamento dell'effetto.

Se blocco l'azione di un agonista pre-sinaptico, aumento il rilascio dellAch (acetilcolina), blocco
I'effetto di controllo a feedback hegativo e quindi aumento il rilascio.

Nel caso dell’Ach non vedremo questa considerazione in maniera cosi applicativa, lo sara per altri
neurotrasmettitori in cui i ruoli dei recettori pre-sinaptici, nell'intervento farmacologico, &
decisamente pit importante.

Quindi l'avere agonisti o antagonisti a un certo recettore, ci fornisce degli strumenti che sono
abbastanza flessibili.
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La selettivita d'azione & sempre un qualcosa di relativo, quindi ci sono tendenze diverse nella sintesi, nel

design i nuovi farmaci per cui, dopo aver cercato la famosa pallottola magica che vada nella maniera pit

selettiva possibile su un certo recettore, si &€ compreso che forse in certi casi i farmaci sono pit attivi

se hanno un ventaglio d'azione e non un'azione pit selettiva.

Quindi deve essere chiaro il ruolo dei recettori pre-sinaptici e post-sinaptici.

BIOSINTESI DELL'ACETILCOLINA
Cominciamo a vedere I'Ach nella
sua struttura chimica molto
semplice e consideriamo i

momenti chiave nella sua azione

fisiologica.

Come abbiamo visto prima,
'Ach & sintetizzata nelle
terminazioni nervose, dove c'e
'enzima che & la colina
acetiltransferasi che

trasferisce su quell'aminoalcol

che & la colina, un gruppo
acetilico. In particolare agisce
nei mitocondri. In questo modo

¢ prodotta questa molecola

Biosintesi acetilcolina

o]
I

& ®
o NSCoA + HO=CH,=CHy-NMes >

o
I

®
iy N0 CHy - CHa - KM
colina acetil
transferasi

Colina Acetilcolina

T

T

sintetizzato |
nei
mitocondri

ricaptazione nello spazio
intersinaptico/ sintesi
epatica da aa serina per
decarbossilazione

Deposito acetilcolina

avente questa struttura che poi & immagazzinata all'interno della terminazione pre-sinaptica all'interno

di vescicole di deposito; ci sono dei meccanismo di trasporto attivo, cioé consumo di ATP, all'interno

delle vescicole.

Quando arriva I'impulso nervoso, & liberata attraverso la fusione della membrana di queste vescicole con

la membrana pre-sinaptica e quindi viene liberata una certa quantita di Ach. E stata valutato che il
numero di molecole addirittura di Ach sia tra 12.000 e 60.000 (questa & una curiosita).
Il rilascio del neurotrasmettitore passa attraverso |'apertura dei canali del calcio, quindi calcio-

dipendenti, entra il calcio nella terminazione pre-sinaptica e si ha questo meccanismo di fusione e

rilascio.

Rilascio
100-500A

== Recettori

Impulso nervoso A Nuovo segnale
ﬂ“ ; ’—_O
o ,
Fibra nervosa Fibra nervosa

Jcsc icole contenenti il

Rilascio del neurotra-
neurotrasmettitore smeltitore
apertura canali
del Ca?*VOC
influsso CaZ*
Metabolismo
acetilcolinestersi .
ACh —————" ", colina+ CH,COOH

(AChE)

Legame al rettore e
nuovo segnale

‘: " meccanismo fisiologicamente programmato
per terminare azione di ACh

puo idrolizzare fino a 3x10® molecole in 1 ms

(ACh rilasciata: 3x109)
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Quindi & rilasciato

intersinaptico e poi c'¢ l'interazione

nello spazio

con il recettore posti-sinaptico.

Si tratta di una vita attiva dell’Ach
brevissima, perché nello spazio
intersinaptico agisce anche l'enzima
acetilcolinesterasi che & un'esterasi
(ovviamente perché come abbiamo
visto si & formato un legame estereo
tra la colina e l'acetile, quindi si e
formato un acetato di colina) che
distruzione del

provwede alla

neurotrasmettitore.
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E efficientissima questa esterasi, idrolizza anche fino a 3*10® molecole in 1 millisecondo, considerando
che avevamo detto 12.000-60.000 per ogni impulso, questo enzima e efficientissimo. Dopo di che
avremo il recupero della colina nella terminazione pre-sinaptica.

La conoscenza dei recettori

dell'acetilcolina & partita anche SISTEMA COLINERGICO
grazie allo studio di molecole

nu
SNyt
HicEo Gt

ACETILCOLINA g
1914 =

naturali che hanno a che fare con
la struttura dell'Ach, sono affini ai

recettori dell'Ach. La muscarina la b

Sir Henry Dale (A0 - 4 U W, Aot e
. . N, 2
ricorda in qualche modo, la e | M,QW@
N
nicotina ha degli elementi
. . . A NICOTINA MUSCARINA
STFUT"'UI"OII Che sono In gr‘(]dl dl Nicotiana tabacum Amanita muscaria
(8)-(-) (25,4R, 55)

dare delle interazioni simili a quelli
dellAch. Dale fu un farmacologo
che studio il sistema recettoriale.

Queste due sostanze, la muscarina
e la nicotina, sono state isolate da
fonti naturali diverse; si era visto che erano in grado di indurre la contrazione di fibre nervose in
preparati farmacologici da modelli sperimentali animali diversi. Per esempio la muscolatura dell'ileo,
dell'intestino, era fortemente stimolata da queste sostanze, ma organi diversi rispondeva diversamente
a queste due sostanza e da questa osservazione & cominciato lo studio dei recettori ed & cominciata la
classificazione dei recettori colinergici.
Quindi organi diversi hanno diciamo o meglio le macromolecole hanno bersagli, si lega sempre I'Ach ma in
modo diverso, con effetti diversi.
Oggi sappiamo che ci sono due grandi classi di recettori colinergici che sono il recettore nicotinico (a
canale iohico) e il
recettore muscarinico

RECETTORI COLINERGIC] (receffore accoppiqfo
| recettori colinergici (nicotinici e muscarinici) differiscono per ina G
I’affinita mostrata nei confronti di differenti agonisti ed antagonisti. a pr'OTema )
Altri elementi di differenziazione sono: Qui di nuovo abbiamo
a) la localizzazione; b) la funzione; c) I’architettura molecolare; .
d) i meccanismi biochimici connessi con la loro attivazione delle letteratura che &
SAR, stereochimica farmacologia stata molto impor‘TanTe
di agonisti e molecolare (binding di biologia molecolare (purificazione
antagonisti ligandi) e sequenziamento recettoriale) dove C'é stata IG
pubblicazione della
purificazione e sequenziamento aminoacidico recettore pUr'ifiCGZione e ||

nicotinice (primo assoluto)
Na*

RECETTORI COLINERGICI sequenziamento

amminoacidico dei
recettore X .
nicotinico recettori; in

particolare il

recettore nicotinico &

Felder C.C. et al. J. Aled. Chem (2000), 4%,
4333 Nicoiic Receplor

stato il primo in
assoluto dei recettori
dei diversi neurotrasmettitori.
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IL RECETTORE MUSCARINICO
Qui abbiamo, rappresentati
all'interno della membrana
plasmatica, la tipologia dei

due recettori.

Qui

muscarinico, questa & una

vediamo il recettore

semplificazione eccessiva,
ci sono almeno 5 sottotipi
del recettore muscarinico,

«SOTTOTIPI DEL RECETTORE MUSCARINICO

The Muscarinic Acetylcholine Receptor Family

Ga= STIMULATORY INHIBITORY 7 ™

through Gi

Signal

~ Stimulates '@"
Transduction: through Gq

Felder C.C. et al. J. Med. Chem (2000), 43, 4333

seterogeneita dei recettori
muscarinici (5 sottotipi da M, a
Ms, clonati e localizzati in
tutto il SNC, pil sottotipi per
ogni tessuto)

scomponenti della membrana
cellulare, sette domini di
transmembrana ad a-elica di
carattere idrofobico e di otto
anse, quattro intra e quattro
extracellulari, idrofile, con la
porzione N-terminale
extracellulare e quella C-
terminale intracellulare
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tutti sono stati clonati,
. . . My tessuto neuronale (cervello, recettori presinaptici dei gangli del SNA) e
sono stati localizzati nel ghiandole esocrine; implicate nel morbo di Alzheimer, in funzioni di
apprendimento e memoria;
SNCe SNP My: mpepmbrane postsinaptiche dei gangli del SNA, muscoli lisci, cuore
. (diminuiscono ritmo e forza della contrazione cardiaca), ghiandole esocrine;

Hanno tutti le My cervello (regolano diminuzione del rilascio del neurotrasmettitore), muscoli

. .. . lisci (contrazione) ghiandole (aumento secrezione);
CGI"OTTQI"ISTIChC *'P'Che de‘ My: muscoli lisci (inibizione canali del CaZ*) ghiandole;

. . 4 Ms: cervello, tessuti periferici
recettori  accoppiati a

proteine & ovvero 7

attraversamenti transmembranali, queste sequenze di aa sono avvolti ad a- elica con le anse sia intra-
che extracellulari, con le porzioni N-terminale extracellulare e quella carbossi-terminale intracellulare.
Qui abbiam distinta la loro localizzazione all'interno dei tessuti e degli organi, vediamo che sono anche
suddivisi in due diverse sottofamiglie, perché i recettori M1, M2 e M5, grazie all'accoppiamento con la
proteina G, mediano degli effetti stimolatori. Le proteine G sono quelle determinanti per la tfrasduzione
del segnale e quindi il risultato & che attraverso una proteina G di questo tipo si ha la stimolazione di
una fosfolipasi C, aumento della concentrazione del calcio e cosi via.

Invece gli altri due sottotipi, M2 e M4, grazia a un accoppiamento con una proteina 6; mediano effetti
inibitori.

Di fatto si ha l'attivazione del recettore e un'inibizione dell'adenilato ciclasi e quindi si ha una
depressione, una diminuzione del contenuto di M5 (?) , I'effetto mediato dalla stimolazione di M2 e M4
e un effetto inibitorio.

Noi parleremo del sito di legame del recettore muscarinico, il sito e la struttura che ha una tasca a cui
si lega I'agonista (ripetibile in tutti i sottotipi) , I'effetto agonista dell'acetilcoling, in realta, pud essere
tanto stimolatorio quanto inibitorio, dipende dal sottotipo e quindi legato anche a una diversa
localizzazione.

Faremo delle considerazioni in termini di agenti terapeutici importanti soprattutto sui recettori M1 e
M2. L'M1 ¢ tipicamente localizzato nel SNC, ma anche nei recettori presinaptici nei gangli del SNA,
localizzato a livello di ghiandole esocrine e ha anche questa importante implicazione.

Mentre il recettore M2, che fa parte dei softotipi che mediano risposte inibitorie, si trova sempre
sulle membrane postsinaptiche del SNA, sui muscoli lisci. Questo recettore M2 del sottotipo
muscarinico, per esempio, si trova a livello dei muscoli lisci ma anche a livello del cuore, infatti
responsabile dell'azione bradicardica di cui parlavamo prima.
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- L . Qui abbiamo un'altra slide di
Sottotipi recettoriali muscarinici L
rotenaG | T classificazione con la

i- Anm o PLC (TP, 8
e

M,

localizzazione nei tessuti, la
risposta cellulare, ma questo non
ci interessa pit di tanto.

Quindi non stiamo nemmeno a
vedere questi meccanismo, hon &
roba nostra.

Quello che a noi interessa & altro.
L'acetilcolina arriva su un recettore

muscarinico, in particolare andra a

localizzarsi nella tasca recettoriale;

N D
l'acetilcolina sara l'agonista per S
i i PET ? i
eccellenza di questi recettori, quindi D

sara la molecola che fitta al meglio

) [BD
vfamiglia dei recettori accoppiati a f == e
\G@ | GoP
N X

" H proteine G (GPCR o G-Protein
allinferno di questa tasca, che ki , "
. . 'f\mv\ﬁ della
determina sicuramente Pt R g ) s
' . v'a seconda del tessuto r\\ Recettore :
l Odﬂf"amenfo |nd01'1'0 per‘feTTO, ’accoppiamento avviene con diversi

T
sistemi effettori, come ['adenilato -— I/T\‘ *®
GTP
O

ciclasi, la guanilato ciclasi, la
fosfolipasi C, i canali fonici del Caz* e \5TP
del K*. o

Facendo un minimo di storia, data la
RECETTORE MUSCARINICO

struttura dell'acetilcolina stessa, fu
«primo modello di recettore muscarinico

+formulato sulla base di studi di SAR subito evidente, attraverso gli studi di
*necessita gruppo estereo, gruppo ammonico 3 N
quaternario, Z atomi di C nel ponte relazione struttura attivitd che sono
-legarr]e di tiPn ioni‘co,‘elettrusta‘tico con carica
;ﬁ%‘:%“;iirff,‘““" di acido aspartico o stati fGTTI, non andando a mappare il
ol Htra O -OH di ina del . .
itaanionico e € On dlnaserina de sito recettoriale attraverso per
+non spiega: perché due alchili legati all’N devono essere gruppi metilici , requisiti . . .
stereochimici dell’interazione, regola del 5 esemplo la mu*a2|0ne dl aa, ma queSTO
«attuale modello di sito di legame muscarinico era stato lo studio fatto con un organo
» interazione a H tra gruppo estereo e IS I 1. d d ” H ' h
un residuo di asparagina olato da un moaelio animale, hanno
+ tasca idrofobica per accomodare . . . .
metile acetilico, ma non gruppi piu
- visto che di volta in volta si avevano
grandi (nel recettore muscarinico) . . . .
- per N interazione con Asp in una con molecole diverse, informazioni

tasca idrofobica con tre aa aromatici
+ due piccole tasche per i metili

sull’N diverse.

Per avere un'azione come quella
dell'acetilcolina bisognava avere un gruppo con una carica positiva e un gruppo estereo, quindi si era
ipotizzato che sulla controparte del recettore muscarinico ci dovesse essere un sito anionico, in una
porzione di questa tasca ci doveva essere un aa che portasse una carica negativa, per esempio un aa a
carattere acido, come I'acido aspartico o glutammico.

13

Centro stampa Copysprinter — Stampa Autorizzata dall’autore 15 di 524



Centro stampa Copysprinter — Stampa Autorizzata dall’'autore 16 di 524

Mentre ci doveva essere in un'altra porzione un aa, una catena laterale di un aa in grado di dare un
legame e ponte d'idrogeno con quell'ossigeno estereo. Questa era la prima ipotesi.

Pero si era visto che, in realtd, rispetto a quello che si poteva pensare da un sito come questo, i limiti
alla modificazione di questa molecola erano molto forti, non bastava.

Per avere una buona azione, com'e spiegato nel modello della slide, non diciamo che non possa avere
modificazioni ma quasi. I due punti di attacco non erano sufficienti a spiegare la costrizione alla
modificazione della struttura.

In realta il sito & fatto cosi, una tasca angusta in cui si accomoda la molecola, effettivamente com'era
stato ipotizzato senza grandi strumenti, ci sono proprio quelle due porzioni. Se osserviamo il disegno
dell'ultima slide, vedremo la porzione dove si va ad accomodare il gruppo ammonico quaternario della
colina, quindi la colina (aminoalcol che gia conosciamo) ha come caratteristica fondamentale da
ricordare la presenza di questo gruppo ammonico quaternario, una carica permanente.

Quale sard la maggiore interazione che dard? Sara quella con, identificata anche nel sequenziamento,
un residuo di acido aspartico (il 311 nella sequenza amminoacidica) che si proietta verso questa tasca
angusta ed & fondamentale per dare l'interazione con l'azoto quaternario.

Fu poi confermato dal sequenziamento e dallo studio tridimensionale di questo sito di legame che

esistono due tasche idrofobiche di dimensioni limitate in cui vanno ad accomodarsi due dei tre metili

che sono leqati allazoto quaternario, mentre il terzo metile si proietta la tasca recettoriale, non si

accomoda in hessuna di queste tasche.

Sono stati poi identificati altri aa

« interazione dipolo-dipolo tra carica . . . . .
positiva delocalizzata anche sui tre metili lmpOI"TGnTI ’ UnCl TlI"OSInCl (o] Un TI"lpTOfCan
AL AL C . : -
Nihe, distorce (a nuvola di sletroni z che creano una porzione della superficie
+ ilterzo met!le arientato verso una regione . . .
zperta del sito di legame, auindipud del sito del legame a natura idrofobica che

ingombranti

va a dare interazioni di Van der Waals,
questo ponte etilenico (CH2-CH2).

-modello tridimensionale del recettore muscarinico M,

@ T 381 @ Dei tre metili I'accomodamento migliore e
Su - Thi'18s e l/wgo; C\‘; ” h h d d . t 'I'I |, H_
i M U quello che hanno due dei tre metili, I'altro

s — o 7’“\/\0'“\ — N e . .
@ T @ ()~ @ e libero proiettato verso questo spazio.
iy )\
L/

Spostandoci abbiamo una tasca dove si

Fig. 12.4. Modello d'ir
re muscarinic c
memk: 3
nae tirosina

accomoda la porzione esterea, in questa

o M, | ce
Dios, 183

tasca & stato evidenziato come aa

fondamentale un residuo di asparagina
(non & un aa classico), ma un aa che ha nella catena laterale un residuo amidico. Questo residuo amidico,
I'azoto amidico ha due atomi d'idrogeno che possono fungere da donatori nella formazione di legami a
ponte d'idrogeno, quindi vanno a interagire uno con l'ossigeno carbonilico, l'altro con l'ossigeno estereo.
Quindi interagiscono con i due atomi di ossigeno dell'acetato che fungono da accettori, hanno un ruolo
di accettori nel legame a ponte di idrogeno. Poi abbiamo un'altra piccola tasca, dove pué andare a
sistemarsi il metile dell'acetato.
Quindi, rispetto a quello che era il modello iniziale, adesso sappiamo abbastanza bene come & costruito
il sito di legame del recettore muscarinico.
Adesso ci sono anche dei diversi studi che ci dicono dove si trova la tasca recettoriale sulla struttura,
immaginiamo tridimensionale, con i 7 domini transmembranali, incastonata nella membrana plasmatica
del neurone post sinaptico o dell'organo effettore.
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Oggi ¢ possibile arrivare ad ipotizzare dove siano questi aa importanti, quali siano i segmenti
transmembranali coinvolti, dove stanno gli aa.

Sono in queste sequenze di aa avvolti ad a-elica, & possibile ipotizzare anche dove.

Ricordiamoci dove gli agonisti

possono ad avere azione,

o . , . ASPETTI FISIOLOGICI DEI RECETTORI MUSCARINICI
quindi questa slide I'abbiamo
“ . + localizzati a livello periferico, sulle membrane cellulari postsinaptiche della
9'0 PI"GTICGmenTC deTTa, ma muscolatura liscia, del muscolo cardiaco, dei tessuti ghiandolari e sulle
. . terminazioni dell'innervazione parasimpatica
rivediamola.
. . . . + mediano quindi gli effetti fisiologici dell’attivita nervosa parasimpatica
A livello  periferico, |l a) bradicardia
.. b) contrazione di un numero elevato di muscoli lisci (tratto gastro-
recettore muscarinico intestinale, muscolo detrusore della vescica, bronchioli, uretra, bile,
. . . . muscolo circolare dell’iride
par‘aSImpa'hco, a livello degll c) vasodilatazione
. . . d) incremento della secrezione di ghiandole esocrine (ghiandole
organi effettori sara salivari, mucose delle vie aeree, secrezione gastrica e lacrimale).
localizzato a livello del cuore + localizzati anche a livello centrale (corteccia e ippocampo)
. . . . » modulano una serie di funzioni vegetative, sensorie e motorie:
(lndUCZ bI"GdlCGI"dIC(), a livello sregolazione del sonno e della temperatura corporea
. . . =controllo di funzieni cognitive superiori, quali la memoria e
dei muscoli lisci (recettori l'apprendimento.
M1 [o] M3, inducono + risposte muscariniche pil lente (50-200 ms successivi al rilascio di ACh) delle
. risposte “nicotiniche” e caratterizzate da una durata maggiore: la risposta
contrazione della cellulare & mediata da un secondo messaggero.

muscolatura  del tratti
gastrointestinale, responsabili dei movimenti peristaltici, si tfrovano a livello del muscolo destrusore
della vescica, a livello delle vie aree, dell'uretra, della bile, a livello del muscolo circolare dell'iride),
danno vasodilatazione e incrementano la secrezione delle ghiandole esocrine (per esempio ghiandole
salivari, mucose delle vie aree, secrezione gastrica e lacrimale).
Questo & molto importante, per capire gli effetti collaterali di molti farmaci che sono usati come
bloccanti del sistema colinergico, per esempio nella terapia del Parkinson, chi prende questi farmaci ha
come effetto collaterale il blocco della secrezione delle ghiandole, per esempio, salivari, delle
secrezioni gastriche.
Ci sono anche a livello centrale, recettori muscarinici di corteccia e ippocampo entrano in una serie di
funzioni, oggi sono considerati interessanti nel controllo delle funzioni cognitive superiori, della
memoria, dell'apprendimento. Ecco perché il sistema colinergico interessa per la terapia delle demenze
senili e dell'Alzheimer.
Tutte le volte che a mediare una risposta e un recettore accoppiato alla proteina G il responso e
abbastanza lento, c'é bisogno di un secondo messaggero.
Questa & la struttura tridimensionale,
Acetilcolina: struttura abbiamo il gruppo ammonico e qui il gruppo
‘i [’ St R estereo; una struttura molto semplice in
: ‘) cui riconosciamo queste fre porzioni,

®
=l

caratteristica essenziale ! T i i '
cetossi Ponte ctilenico  Azoto per l'attivita: la sostituzione l aceTOSSI ! ! I ponTe eTI Ienlco e I GZOTO
quatcgfo | con un atomo di C neutro .
\M rende la molecola inattiva qua"'er"narﬂo.
importante

Adesso che abbiamo visto il sito di legame,
& chiaro perché prima abbiamo detto che
per avere un agonista ci sia poca liberta di
cambiamento della struttura, & una tasca
chiusa con tutta una serie di limitazioni

d'ingombri sterici, poco pué essere fatto.
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Vedendo sopra il commento, limita molta la liberta del chimico farmaceutico, il fatto che la distanza tra
l'estere e l'azoto deve essere quella dell'agonista, dell'acetilcolina, altrimenti la molecola non puo
occupare in maniera efficace quel sito di legame.
Quindi alla fine, gli ossigeni per dare l'interazione sono importanti, 'azoto carico e importante, poche
sono le modifiche che si possono fare.

Sulla  struttura  non

Acetilcolina: stereochimica abbiamo dubbi, vediamo

relevata flessibilita, rende conto della sua attivita su tutte
le terminazioni colinergiche qualcosa SUI Ie
elibera rotazione intorno ai suoi legami semplici covalenti fads H
=) diversi isomeri conformazionali CGr‘GTTer‘lSTIChe d' queSTa
simportante |’angolo di torsione T tra 'O estereoc e I'N molecola'
quaternario risultante dalla rntazionéintorno al legame .

Sulla base di modelli Conch NMej E I’nOH'O Semphce, non Ci

molecolari che tendono a o H

5 sono centri chirali, non ci

minimizzare la "
sovrapposizione dei legami

ci si aspetterebbe che la A
conformazione preferita IME

H poniamo problemi della

OAc

fosse la antiperiplanare STCr‘eOChimiCG, non Cl
l\’le.l;\ Illlgg‘;) il -
cgame 5- . . .
Mo H poniamo  problemi  di
Studi NMR, di cristallografia a raggi X e . . ..
calcoli teorici di energia di orbitali iIsomeri 01'1"C|-
molecolari (rispettivamente in soluzione H NMes . . . .
acquosa -NMR- e allo stato selido - et Il pOﬂTe efl'enlCO, qulndl ,
cristallografia a raggiX) ) . ,
Vista lungo il e | elemen-‘-o che
legame 5-4
conformazione preferenziale dell’ACh “gauche” o skew o sinclinale tra I’'0 H
estereo e I'N quaternario, faverita da un’interazione elettrostatica gar‘antlsce IG gr‘ande

intramolecolare tra I’O carbonilico e I’'N che stabilizza tale conformazione

N.B.: |a differenza di E tra antiperiplanare e gauche & minima e non & detto che quella preferita
energeticamente sia anche quella preferita dal recettore

flessibilita di  questa
molecola, non ci sono
costrizioni alla sua rotazione; si adatta al recettore nicotinico altrettanto bene. Se noi vogliamo a
considerare gli effetti di questa libera rotazione, immaginiamo di fare una proiezione di Newman della
molecola e quindi di poter traguardare la molecola attraverso i due legami 4 e 5, i due legamia e p, i
due carboni del ponte etilenico.

Per avere la maggiore stabilita (la stabilita corrisponde ad un minimo energetico della molecola) si ha
una determinata conformazione, una maggiore stabilita quando c'¢ una massima flessibilita ma anche
quando c'¢ , considerando di guardare la molecola attraverso il legame 4 e 5, la possibilita di ruotare le
porzioni rappresentate dai due sostituenti pill ingombranti; ruotiamo questi sostituenti attraverso un
conformero, consideriamo che passiamo dai minimi ai massimi di energia che sono poco diversi
energeticamente (passare da un conformero e l'altro avviene liberamente in soluzione, non c'e bisogno di
fornire energia alla molecola).

Quello piti stabile & quello dove c'é il minimo ingombro sterico tra i sostituenti, quindi & il conformero
antiperiplanare.

Quando l'acetilcolina si trova in soluzione, come pud essere anche nello spazio intersinaptico, assuma
una certa conformazione, quella piti stabile e quella piu probabile & questa.

Allora per comprendere bene la struttura della scala recettoriale, ci si era chiesti se questa fosse
anche la conformazione con cui si presentava nel sito di legame, ecco perché sono stati fatti una serie
studi.

In realta lo studio sia fatto per via NMR, sia attraverso la cristallografia a raggi X, sia per calcoli
teorici hanno dimostrato che la conformazione stabile non & quella, ma & quella pit probabile. La
conformazione preferenziale & quella gauche o sinclinale o skew, dove si ha un'interazione
intramolecolare tra l'azoto carico positivamente e quel centro ricco di elettroni, dove la nube
elettronica si concentra che ¢ l'ossigeno dell'acetato.

16

18 di 524

18 di 524



Centro stampa Copysprinter — Stampa Autorizzata dall’'autore 19 di 524

C'e un'interazione all'interno della molecola, in soluzione non troveremo questa conformazione.

In realta questi sono conformeri liberi di ruotare, non & detto che quelle energeticamente favorevole
sia anche quella preferita, I'ha dimostrato, infatti, lo studio di molecole rigide, di analoghi rigidi
dell'acetilcolina.

Ci siamo resi conto della totale flessibilita di questa molecola.

Adesso ci dobbiamo domandare se ha senso pensare a degli agonisti che non siano acetilcolina da
utilizzare in quelle condizioni patologiche in cui pud essere utile accentuare una risposta colinergica.
Abbiamo visto cosa significa attivare i recettori colinergici, se l'acetilcolina fitta cosi bene, allora la
domanda & ' perché non usare l'acetilcolina tutte le volte che, in presenza di una certa patologia che
coinvolge il sistema colinergico, ci sia bisogno di incrementare la stimolazione del sistema colinergico?".
La risposta e qui: |'acetilcolina non pud essere usata come agente terapeutico, abbiamo visto dove agisce

I'acetilcolina, abbiamo visto che viene sintetizzata dalla terminazione presinaptica e rilasciata,
raggiungendo senza problemi il recettore.
Immaginiamo di avere un

farmaco che & assunto per os (la

-
/

ACh non e usata come ® . . X
agente terapeutico perché: HiC 0——ChH; —CHy—NMe; via pr'efer'l‘ra) o per via

1) non selettivo, porta a seri effetti collaterali
2) scarsamente assorbito (sale ammonico

parenterale, non & adatta e ci

Acetossi Ponte etilenico
quaternario

quaternario) non passa le membrane biologiche, . 4

bassa biodisponibilita qualunque sia la via di somministrazione sono tre CGPGTTCI"ISTlChe Che lG
3) chimicamente labile a causa della rapida idrolisi del suo gruppo estereo sia nel . .

tratto gastrointestinale che nel sangue dove & attaccato dalle esterasi rendono un pessimo candidato ad

essere un rarmaco:
13 aspetti da migliorare... f

( _{‘H‘; LA 1) Non & selettivo: vale per
Ricerca di agonisti muscarinici Ir ol P . . .
Modificazione dell’N quaternario tutti ! heurofrasmettitori,
¥'N sostituito con atomi di S, P e As porta a debole attivita muscarinica quando e ppoge'ﬁ'afo un farmaco
¥'carica positiva sull’atomo corrispondente all’N & necessaria

v due sostituenti metilici sono indispensabili: sostituzione con gruppi alchilici pr'im(] viene valutato per quﬂle
piu grandi porta a prodotti inattivi (derivato con tre gruppi etilici € un

antagonista muscarinico) patologia (non il contrario, non

¥'sostituzione di un solo gruppo metilico con un etile o un propile porta ad
agonisti piu deboli, ma ancora dotati di attivita intrinseca

¥'sostituzione graduale con atomi di H porta via via a prodotti (ammine viene Pr‘lma progeTTGTO e pO
secondarie e primarie) sempre meno attivi

valutata la patologia), affinché
vada a migliorare delle condizioni, per esempio, di carenza d'azione colinergica che si
accompagna ad una certa patologia. Essendo non selettivo, essendo anche diffuso il recettore
nicotinico;

2) Scarsamente assorbito: nella sua struttura c'e un gruppo ammonico quaternario, una carica
permanente, un aspetto negativo per la biodisponibilita del farmaco, non sard mai in grado se
non in minima parte di attraversare le membrane plasmatiche; il suo percorso si ferma davanti
alla prima barriera, rappresentata da una barriera da attraversare per diffusione
transcellulare, quindi bassissima biodisponibilita;

3) Chimicamente labile: poi quel gruppo estereo, come molti gruppi estereo , & molto labile
(abbiamo gia visto questo concetto nelle prodrug), se presente nella molecola che deve arrivare
al target questo & un problema, perché esistono delle esterasi a livello plasmatico che possono
immediatamente o quasi idrolizzare il farmaco, non c'e¢ bisogho che arrivi al fegato, basta
I'arrivo al plasma.

Questi tre punti fanno si che non si abbia tra le mani un buon candidato, quindi bisogna migliorare
questi aspetti.
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Tornando indietro, vediamo una prima classificazione dei farmaci che consideriamo, come primo
approccio consideriamo gli agonisti muscarinici.
Quali molecole sono entrate in

utilizzo come agonisti, come Classificazione dei Farmaci Muscarinici
alternative all'acetilcolina per + AGONISTI MUSCARINICI

attivita | +t + ANTICOLINESTERASICI (azione indiretta)
unartivita  su recetiore + ANTAGONISTI MUSCARINICI

muscarinico? In realtd hon -
Agunlstl muscarinici

sonho mol‘re, perché + impiego limitato, per ripristinare il funzionamento della muscolatura
liscia intestinale e urinaria dopo interventi chirurgici
I'alternativa per avere + trattamento del glaucoma
.. . . . N + potenzialmente utili nel trattamento della demenza presenile
un'azione colinomimetica & (morbo di Alzheimer, AD) e della demenza senile (ALD)
un'altra.

Anomalie del sistema colinergico nel cervello di pazienti AD/ALD
H 1. Degenerazione dei neuroni che si proiettano dal nucleo basale di Meynert e
Quando s vuole dOpO un dal "locus ceruleus” alle aree neocorticali
. Perdita dei terminali colinergici nella corteccia cerebrale
. Riduzione dell’attivita dell’ChAT e della sintesi di ACh
. Ridotto uptake della colina
. Ridotta attivita dell’AChE
. Riduzione del numero di recettori M,
. Riduzione del numero di recettori N

intervento chirurgico
ripristinare un  po’  piu

N s W

velocemente il funzionamento
della muscolatura viscerale,
muscolatura liscia intestinale
e urinaria, puo essere utile avere un'azione colinomimetica.

Un altro caso ¢ il trattamento del glaucoma, poi c'e un interesse per la cura delle demenze senili e
dell'Alzheimer.

Per queste patologie i target sono moltissimi, perd nessuno ha ancora portato, salvo un caso, a farmaci
da usare in terapia. I farmaci che ci sono, sia per la demenza sia per I'Alzheimer, sono dei
colinomimetici e questo perché ci sono tutta una serie di osservazioni che sono state fatte nei pazienti
che hanno questo tipo di demenza, che mette in evidenza di come ci siano delle alterazioni della
trasmissione colinergica.

RICERCA DI AGONISTI MUSCARINICI

Modificazione dell'N quaternario

Come facciamo a trovare degli agonisti

o
colinergici? Prima di tutto consideriamo la I
. , . . ACh non é usata come /C\ ®
porzione dell'azoto quaternario, che cosa si agente terapeutico perché: | e O~ Gl —Ciy—tey
1) non selettivo, porta a seri effetti collaterali =
possa fare? Allora andare a sostituire 7} arsamente assorbtta (sale ammanico e e
quaternario) non passa le membrane biologiche,

bassa biodisponibilita qualunque sia la via di somministrazione

I’OZOTO é STGTO GSSO|UTGm€nT€ nega*'vo, 3) chimicamente labile a causa della rapida idrolisi del suo gruppo estereo sia nel

, tratto gastrointestinale che nel sangue dove € attaccato dalle esterasi
perché qualunque altro eteroatomo ha
J— 3 aspetti da migliorare...

o
. . s R TRSCH A eH, TS
Ricerca di agonisti muscarinici v o oy

Modificazione dell’N quaternario
¥N sostituito con atomi di S, P e As porta a debole attivitd muscarinica
vcarica positiva sull’atomo corrispondente all'’N & necessaria

v due sostituenti metilici sono indispensabili: sostituzione con gruppi alchilici

pel"dIGmO GnChe IG CGI"ICCI pOSITlVCl (qulndl pil grandi porta a prodotti inattivi (derivato con tre gruppi etilici & un

antagonista muscarinico)

dimensioni pit grandi e quindi gia porta ad

un indebolimento dell'attivitd muscarinica,

consideriamo che se mettiamo un carbonio

> N hi ¥'sostituzione di un solo gruppo metilico con un etile o un propile porta ad
non € nemmeno consi del"ClTCl la possl bl le agonisti piu deboli, ma ancora dotati di attivita intrinseca
. . . . . v sostituzjone g[’adu:;le con atomi di H pqrga via via a prodotti (ammine
SOSTITUZIOHG con || Car‘bon'o, Ia carica secondarie e primarie) sempre meno attivi

positiva & necessaria). Non solo la carica positiva & necessari,a ma non deve essere una carica positiva
permanente come nell'acetilcolina. Inoltre abbiamo visto che ci sono due spazi molto limitati per
accomodare i metili. Quindi dobbiamo avere la carica positiva e I'azoto, altre alternative non ci sono e i
due sostituenti devono essere metilici.
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Quindi praticamente non ci sono molte alternative, avremo un‘amina secondaria o un ciclo in cui inserire
questo azoto secondario.

Mettendo dei gruppi alchilici pit grandi, si passa da un‘attivitd agonista a un'attivita antagonista;
mettendo tre gruppi etilici gia abbiamo una molecola che entra nel sito di legame, la occupa, & affine ma
non ha attivita intrinseca comportandosi da antagonista nei confronti dell'acetilcolina.

Se mettiamo al posto di un metile o un propile o un etile, abbiamo ancora una certa attivita agonista
anche se parziali.

Se sostituiamo i metili con degli idrogeni, abbiamo delle amine secondarie, amine primarie, ma abbiamo
sempre degli agonisti parziali.

Dobbiamo passare da un azoto quaternario a un azoto terziario.

Modificazione del ponte etilenico: metacolina

Il  ponte  etilenico  ha
v Modificazione del ponte etilenico "regola dei 5 atomi" interazioni deboli ma che
allungamento c—c—0—c—c—n® contribuiscono all'affinita
¥ I'attivita diminuisce rapidamente all’aumentare della catena 5 4 3 2 1
v'regola del 5: ovvero per avere la massima potenza

muscarinica non devono esserci pit di 5 atomi tra I’N e I’H terminale gener'ﬂ'e de” agonlSTa’ e qUe”O
in pratica il recettore non puoc ospitare molecole pil grandi dell’a:etilc:‘lina e de.rer,minan.;re per‘ dar‘Ci una

|produrre il suo effetto fisi , molecole piu grandi sono antagonisti

Y
introduzione di sostituenti dimensione della molecola. E
vintroduzione di sostituenti piu grandi del metile porta a composti meno attivi
BN Keetilcolina - ‘ , .. stata addirittura definita la
vintroduzione di un metile in B all’N quaternario porta alla acetil-B-metilcolina o
metacolina un agonista muscarinico equipotente con [’acetilcolina, selettivo in H : H
quanto la potenza sul recettore nicotinico & notevolmente inferiore reQOIG del 5 GTOm| 4 per‘ cu IG

In terapia:

vintroduzione di un metile in o porta ad un ; A H HR U

diagnosi 'iperreattivita
derivato decisamente meno attive su muscarinico = brrrj‘r(;?hiatgedaltgh dlS"'GnZCl pOSS|bl|e tra l GZO*O,
v'molecole asimmetriche dotate di isomeria ottigé condizioni asmatiche ' . . \

S . PR f . glaucoma, per os, oggi

v¥'sia i recettori muscarinici che I'enzima in qz;ig‘aca:.lﬁ.ﬂdeu_a‘ Che ne“ GCQTIICOIIHG e que”O
acetilcolinesterasi evidenziano stereoselettivita parpiiapolin s

della risposta. H H ' H
verso gli enantiomeri della metacolina carico pOSlTlVGmenTe, e l'ultimo

(enantiomero S(+) & 20 volte piu attivo di quello

R(-)) metacolina

carbonio,  quello metilico

l ingombro sterico introdotto in B abbatte la velocita di idrolisi delle de”'ocequol deve essere d| 5

| esterasi e aumenta la selettivitd muscarinica; >CH; diminuisce I'affinita

atomi.
Poi vedremo che, in realta, puo anche non essere cosi rispettata, ma la molecola avra delle costrizioni
all'interno dei cicli, dove c'¢ un atomi in pit, ma la distanza e quella.
Per avere la massima potenza muscarinica, non devono esserci piti di 5 atomi tra l'azoto e I'idrogeno.
Anche qui dobbiamo considerare che introdurre dei sostituenti nel ponte etilenico, puo portare a dei
prodotto non cosi attivi, non cos' efficaci.
Il metile si puo introdurre, futto cid che & piu grande del metile porta a del composto meno attivo, in
particolare, l'inserimento di questo metile, non in posizione a rispetto all'azoto, ma in posizione p ha
portato ad uno stretto analogo dell'acetilcoling, in tutto per tutto identico, a parte questo metile, che &
la metacolina. La metacolina & un agonista equipotente sul recettore muscarinico dell'acetilcoling,
perché questo metile inserisce una certa selettivitd d'azione; la metacolina & piu attiva sul recettore

muscarinico che sul nicotinico.

Mentre sul muscarinico quel ponte metilenico si adatta a una porzione del sito di legame piu libera, nel
recettore nicotinico no. Abbiamo inserito un elemento di selettivita, che era uno dei tre problemi per
quanto riguarda I'utilizzo del mediatore naturale, introduce perd un centro stereogenico. Quindi, anche
qui, in questo caso, nella metacolina, i due possibili enantiomeri hanno attivita diversa, si accomodano in
maniera diversa sul recettore.

L'enantiomero S(+) si adatta bene, I'enantiomero R(-) si adatta meno bene, ha un centro ingombro
sterico sul sito di legame; quindi il primo sara I'eutomero, il secondo il distomero. E utile anche perché,
come leggiamo nel commento, & sfavorito il legame delle esterasi.
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Non solo & un agonista pieno, & selettivo, ma anche meno suscettibile all'idrolisi da parte delle idrolasi.
Questo e gid un buon miglioramento rispetto all'acetilcolina.

Negli agonisti muscarinici, quelli che utilizziamo per comprendere quali siano gli effetti delle
sostituzioni abbiamo ancora I'azoto quaternario.

Modificazione della parte esterea: carbacolo

Consideriamo  cosa  si

possa fare sulla parte Modificazione del gruppo acilossi (1)

esterea, c'e una piCCOICl v'omologhi superiori, per es. propionilossi o butirrilossi sono agonisti meno
. . potenti
tasca per il metile v'esteri aromatici o a PM maggiore sono antagonisti

dell'acetato quindi non v'derivati pill resistenti all’idrolisi da parte delle esterasi: carbacolo
‘ I’estere della colina con l’acido carbammico (C carbonilico meno
possiamo fare gr'cmdi elettrofilo, quindi estere meno soggetto ad idrolisi) potente agonista
colinergico non selettivo, sia muscarinico che nicotinico.
cambiamenti.

_ ol
Se sostituiamo, per carbacalo

]
©——CH, — CHy —NMey,

esempio, all'acetato, un ——
uguali dimensioni

CH; e isostero

diversa polarita, ma ugualmente attivo: bioisostero
sul recettore muscarinico, non sull’ AChesterasi

propionato o un butirrato,

quindi i gruppi .© e
H ol H + D

propionilossi o butirrilossi, ﬂ) | e /!l

- AN TN s
questi di nuovo non sono Ty ™| B
attivi come ClgOhiSTi soho [ effetto elettronico del gruppo carbammato: doppietto elettronico di |

! N delocalizzato su C carbonilico abbatte carattere elettrofilo e

meno poTenTi. | diminuisce suscettibilita ad attacco nucleofilo e ad attacco esterasi |

Se utilizziamo, invece,

degli acidi che abbiamo un R ancora pit grande, degli esteri con degli acidi benzoici per esempio o altri
pit ingombranti passiamo ad avere degli antagonisti.

Troveremo queste sostituzioni quando parleremo degli antagonisti, dobbiamo avere molecole molto
affini, ma non importa che diano l'adattamento con il recettore, il fitting con il recettore che
determina la tfrasduzione del segnale.

Quindi tra le modificazioni possibili si & arrivati a un'unica sostituzione efficace, al posto dell'acetato si
¢ usato un carbammato, il carbacolo & I'analogo dell'acetilcolina, in cui al posto del metile, & stato
inserita un'‘amina, un gruppo -NH2, quindi non & pil un estere dell'acido acetico ma un estere dell'acido
carbammico.

Questa sostituzione, I'abbiamo richiamata ieri, risponde ad un criterio di isosteria, si ¢ andati a
scegliere al posto del metile, un sostituente, un raggruppamento isostero che e il gruppo -NH2.
Certamente, dal punto di vista dimensionale, funziona, perché occupa uno spazio abbastanza
confrontabile; si tratta, pero, ovviamente, di un gruppo con una polarita diversa, I'azoto ha una polarita
diversa rispetto al gruppo metilico, cio nonostante & attivo, induce un legame con il sito del recettore
muscarinico ugualmente efficace.

Ma non solo & un isostero, ma un bioisostero; non solo ma & un bioisostero sul recettore del recettore
muscarinico, ma hon & un bioisostero sul sito delle esterasi plasmatiche, in questo modo si & in parte
risolto o comunque ridimensionato uno dei problemi, ovvero l'instabilita di questo estere, mantenendo il
gruppo estereo.

Ma questo perché? Perché rispetto al metile, I'azoto ha questo doppietto elettronico libero, che puo
essere delocalizzato su questo legame azoto-carbonio che portera a un'ulteriore delocalizzazione del
doppietto di legame del carbonile sull'ossigeno: il risultato di queste due forme & che noi abbiamo una
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parziale delocalizzazione della carica negativa su questo ossigeno, questo & fondamentale per diminuire
I'attacco delle esterasi che comporta un attacco nucleofilo di questo carbonio.

Grazie al fatto che possiamo scrivere questo ibrido di risonanza, questo carbonio & molto meno
elettrofilo.

Quindi diminuisce la suscettibilita all'attacco nucleofilo e all'attacco delle esterasi.

Il carbacolo ¢ il carbammato della colina.

Betanecolo

Cé inoltre una molecola che ha

L Modificazione del gruppo acilossi (I)
messo insieme queste due

mOd'flcaz'one' che € il v'betanecolo, potente agonista muscarinico efficace

betanecolo. che & un GgOhiSTCl per os o per via sottocutanea (quasi privo di attivita
! nicotinica). Anche qui si osserva stereoselettivita

potente sul recettore verso gli isomeri ottici del betanecolo
muscar‘inicol e qUGSi P"'iVO d' | combinazione effetto elettronico ]

P . .. del gruppo carbammato + effetto betanecolo
attivita nicotinica. Assunto | sterico del metile in | X

@
O ——CH—CHz —NMe;

perlopit per via sottocutanea,

oltre che per os, qui abbiamo pyr——
. ' [0 «forme di atonia gastrica e della vescica:
ComblnaTO I effe'H'O d mgombf'o stimola la muscol‘itura liscia del tratto gastro-
. . , intestinale e della vescica urinaria; promuove
sterico del metile e Ieffetto la salivazione.
+da preferirsi al Carbacolo che ha una
e'e'ﬁ‘r‘onico del Car‘bamma"‘0. componente nicotinica rilevante.

Viene somministrato soprattutto
in caso di atonia gastrica e della vescica per dare uno stimolo alla muscolatura della vescica urinaria. E
selettivo, ugualmente efficace, pitl stabile alle esterasi.
Finora abbiamo considerato delle molecole semplici, in cui le modifiche sono, dal punto di vista
didattico, semplici.
Muscarina
Sono possibili altri tipi di
Maodificazione del gruppo acilossi (II) modificazioni al gruppo

v'muscarina: alcaloide naturale muscarina, isolata dal
fungo Amanita muscaria, var. rossa, ad azione agonista
(uno dei pil vecchi agonisti colinergici)

v'ha tre centri chirali, quindi otto isomeri ottici, ovvero
quattro coppie di enantiomeri, di cui I'unico attivo &
anche quello naturale, la L(+)-muscarina o (25,3R,55)-(+)-

= acilossi, nhon va

K muscarina
{15

dimenticata la molecola

®
H,NMe;

iniziale, quella che &

muscarina . . ..

v'analoghi con uguale disposizione spaziale di sostituenti intorno ai centri stereogenici stata STUC'IGTC( d' or'lgme

della L(+)-muscarina naturale: agonisti muscarinici con attivita decrescente na‘rur‘ale iSOIGTG
’

" ’@/Nl\,‘le; ’Q\/Nm? 'bvm dallamc'ml‘ra musFarla, la

muscarina, studiata per

Diossolano (25 ,4R) Ossatiolano (2R,4R) Muscarone (25,55)

moltissimi anni come

v'eteri e alchilamminochetoni :
s i s . s 0 preferibilmente .

=etere etilico ha significativa attivita estereo o capace di dare N capace di portare agonista su questo
muscarinica, chimicamente stabile, non un legame ad H una carica @, sale
USatO Clinicamente 3 c 3 ammonico quaternario r‘eCeTTOr‘e'
=derivati chetonici pil potenti : carbonile J—I\ "{+CH E. [ I + |
sul C in & rispetto ad N quaternario CH, * /Sostituenti alchilic! una molecola harurale,
(posizione = nell’acetilcolina) pud legarsi | §AR Graziatore & (‘ pmf;ﬁ;meme ha diversi centri
sul recettore muscarinico con interazione due atomi di etilici
dipolo-dipolo o attraverso un legame a H CtraOeN . . P

P P g stereogenici, I'unico

attivo e quello che
presenta la sequenza (25,3R,55)-(+)-muscarina.
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Facciamo delle considerazioni sulla struttura:
- ha un gruppo ammonico quaternario
— ha il resto della struttura che ricorda abbastanza da vicino quello dell'acetilcolina:
— un carbonio nella catena laterale,
— un carbonio che rappresenta il punto di attacco di questa catena al ciclo,
— l'ossigeno che puo ricalcare l'ossigeno estereo,
— un carbonio che dovrebbe occupare la posizione del carbonio carbonilico, il metile
—  'manca’ rispetto alla struttura del mediatore naturale I'ossigeno carbonilico, che manca a livello
dell'interazione del sito di legame (interazione a ponte di idrogeno con l'asparagina), ma c'e
comunque un punto di attacco, quel gruppo alcolico inserito in questa posizione 3 del ciclo in
realta presenta un ossigeno che puo orientarsi e dare quell'interazione a ponte di idrogeno come
accettore ma anche l'idrogeno pud dare interazioni come donatore.
L'attivita come agonista della muscarina & spiegabile, in quanto, ripropone buona parte della struttura
del mediatore stesso. Andando a fare degli analoghi sintetici, in cui la disposizione spaziale sia pit o
meno la stessa, intorno ai centro stereogenici perlomeno, si sono ottenuti degli analoghi non cosi attivi.
L'analogo con il diossolano & poco efficace, con l'ossatiolano (sostituzione con lo zolfo) & meno efficace
del precedente, un agonista meno efficace, anche il muscarone (prodotto ossidato con un gruppo
chetonico in 3) & meno efficace e sono degli agonisti parziali al sito colinergico muscarinico.
Sono state fatte delle semplificazioni strutturali, al gruppo estere, per esempio, & stato tolto un
ossigeno carbonilico per fare degli eteri, e stato tolto l'ossigeno e messo il carbonio per ottenere dei
derivati chetonici. Anche queste sostituzioni tolgono un elemento d'interazione con il sito di legame, ma
possono dare ancora degli agonisti attivi sul recettore muscarinico, possono, in questo caso, modificare
il tipo d'interazione, ma si hanno ancora delle interazioni efficaci.
Quindi lo schema che riassume la relazione

struttura attivitd & questo, piuttosto 0 preferibilmente ,
estereo o capace di dare N capace di portare
limitativa. Quindi sostituenti alchilici piccoli un legame ad H una carica @, sale
. e . . iy ammonico quaternario
preferibilmente metilici, carica positiva non o 3 CH, d
. . |
permanente, spaziatore possibilmente a due e )’Lo r..!,f'cH
atomi di carbonio, ossigeni preferibilmente : /D/ H, * /sostituenti al','c'“'“@
, . . ey piccoli
I'estere (abbiamo visto anche alcune possibili SAR {paziatore (J preferibilmente
P — . . . due atomi di etilici
modificazioni su cui non ci soffermiamo CtraOeN

perché non hanno portato a dei farmaci usati
in terapia).
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Esistono recettori
L . . pilocarpina (Ocusert®) CH,
muscarinici usati in ferapia (35,4R)- 3-etildiidro-d-[(1-metil-1H-imidazol-5-ilf Ho CHCH, N
. \ metil-2-(3H)-furanone logP: 1.15 Om,/
ancora 099'? QUCSTO € un v agonista parziale muscarinico non segue OH ~oH N
. \ SAR classica (non ha attivita nicotinica) pilocarpina acido pilocarpico
GgOHISTG naT\ur‘aIe, che ¢ la valcaloide estratto dal Pilocarpus jaborandi
pilocar‘pina. E impor"ran’re nel ¥lattone che si idrolizza in soluzione ad acide CH,
pilocarpico inattivo, oppure epimerizza in CH;CHye., N
trattamento del glaucoma_ ambiente basico al C3 per dare anche in questo o \ 'G
. X caso uno stereoisomero inattivo (o}
Abbiamo citato Ocusert v'non ha N quaternario, ma la specie attiva & isopilocarpina
. . protonata a pH fisiologice
che, dal punto di vista v'moderatamente selettivo per sottotipo M,
. ) v'sostituzione isostera dell’O all’interno dell’anello con S modifica il profilo
TGCHOIOQICO, € una farmacologico: tilocarpina agenista pieno M, parziale M;, debole antagonista M;.
pr'epar‘azione che per‘meﬁ'e v potenzialmente utile terapia Alzheimer

In terapia:

v'trattamento topico del glaucoma (riduce in pochi minuti la
pressione intraoculare), insufficiente salivazione

il trattamento a lungo

termine, il rilascio vbuon assorbimento a livello oculare:

controllato e pr‘ogr‘ammaTo *miotice di elezione per il glaucoma ad angolo aperto
mattacchi acuti del glaucoma ad angolo chiuso

di pilocar‘pina inserito v'attualmente commercializzata come soluzione oftalmica, gel,

.. , . compresse e sistema a rilascio prolungato Ocusert
all'interno dell'occhio.

E un agonista parziale, in cui riconosciamo, anche se costretti all'interno di due cicli, degli elementi
struttirali importanti per l'interazione con il recettore muscarinico: anello lattonico a 5 termini non cosi
stabile in soluzione (ci pud essere anche un'inversione del centro chirale, cove c'¢ il sostituente metilico,
abbiamo cosi I'isopilocarpina, quindi puc epimerizzare al carbonio C3). E un alcaloide, ha chairamente
proprieta basiche legate all'anello imidazolico che non e una base forte, pkb=7.5, quindi una pka intorno
a 6.5, quindi parzialmente protonato a pH fisiologico.

Normalmente quello che si trova nell'Ocusert ¢ il cloridrato, quindi siamo a soluzione, normalmente,
debolmente acido, perché possa essere una forma protonata, di solito c'¢ un tampone di acido borico
perché ci sia una maggiore solubilita di questo composto.

Quindi normalmente si fanno colliri o dei gel che sono tamponati a un pH 5, 5.2, che ¢ il pH dell'acido
borico o borato.

Di solito si fanno certe scelte perché la struttura richiede determinate cose.

L'azoto, coinvolto nel oppio legame, I'azoto imidazolico, sara protonato e la basicita dell'eterocicli e data
dalla possibilita di delocalizzare la carica positiva su entrambi gli atomi di azoto.

Vedremo altri esempi did erivati imidazolici, rivedremo queso equilibrio. E una molecola debolmente
basica, la carica positiva ce la dobbiamo immaginare non su un solo atomo, ma delocalizzata su un ciclo.
Cio nonostante il ciclo riesce ad accomodarsi, & un agonista parziale con un metile almeno in una delle
tasche del recettore muscarinico.

Poi dobbiamo immaginare che la costrizione di questo estere all'interno dell'anello lattonico avvicini gli
atomi, permettendo l'‘adattamento al sito estereo del recefttore muscarinico. Presenta una certa
selettivita per il sottotipo M1, & stata anche sintetizzata la tilocarpina in cui al posto dell'ossigeno,
nell'anello, c'é uno zolfo. Anche questo € un buon agonsta al recettore M1.

Vedete che vediamo la scala di attivita: agonista pieno M1, parziale M3, debole antagonista M2. Quindi
e utilizzato per via topica, ecco come realizza una buona selettivita d'azione.

Il suo meccanismo d'azione e un'agonista del recettore muscarinico, induce la contrazione del muscolo
intraoculare, il muscolo delliride e questo permette il delfusso dell'umore acqueo dal canale verso il
canale dello Schlemm, riducendo la pressione dell'umor acqueo nell'occhio. Quindi questo, detto
malamente, ¢ la base del problema del glaucoma. Quindi questo & sicuramente un agonista muscarinico
importante.
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Parliamo ora degli agonisti
Ipotesi colinergica del Morbo di Alzheimer L.
muscarini riguardo la famosa

¥ graduale perdita di capacita intellettive correlata con diminuzione neuroni

colinergici in diverse aree del cervello ipOTZSi CO“hCI"giCO. In tutte
¥ deficit colinergico compensato con diverse classi di farmaci, secondo la teoria del
“potenziamento colinergico”: le demenze di or'igine
1. inibitori dell’acetilcolinesterasi (AChEI) es tacrina
2. precursori della colina (fosfatidilcolina) vascolare o |'Alzheimer si &
3. rilascianti dell’ACh, facilitano il rilascio di acetilcolina dalle terminazioni . . .
presinaptiche (mimano l'influsso di ioni che innesca il rilascio del fatta avanti negll anni
neurotrasmettitore, CaZ*, K*) ). . .
4. agonisti ai recettori postsinaptici M, e M;; un IPOTQSI seconda |Cl qUGle vi
e S Ty auorectto presmpt chereglinoconun fogse un deficit colinergico
6. agonisti nicotinici alla base.
Inibitori
dellAChE Acstilcolina In realta sappiamo che la
AcOH JAL% e patologia & pil complessa,
Ch AChE

ma gli altri target non hanno

v'al momento gli AChEl rappresentano il trattamento Recattori M,

in . {Agonisti)
piu efficace
v'ricerca di agonisti (e antagonisti) selettivi per

sottotipi recettoriali e in grado di superare la BEE

portato a dei trattamenti

utili (fatta eccezione per la

memantina  ? che  poi
vedremo pil avanti e che si pud utilizzare anche nelle fasi non pit gravi della demenza).

Questa ipotesi porterebbe a pensare all'utilizzo di agonisti dei recettori muscarinici, anche se si ¢
fatta un'ipotesi secondo la quale possano essere utili dei recettori nicotinici.

In realta vedremo che i composti utili e oggi utilizzati sono dei colinomimetici cosiddetti indiretti, cioe
non degli agonisti muscarinici, ma, invece, sostanze che potenziano l|'azione muscarinica per via
indiretta, non andando a reagire direttamente sul recettore, ma andando per via indiretta ovvero
bloccando il famoso enzima che idrolizza in maniera cosi potente e cosi veloce I'Ach rilasciata. Se
blocco I'enzima I'Ach pud permanere per un tempo pit lungo nello spazio intersinaptico, quindi attivare e
e riattivare il recettore muscarinico postsinaptico.

Nel potenziamento delle funzioni del recettore colinergico visto che ci sono cosi forti limiti alla
progettazione di agonisti, si & preferito concentrare gli sforzi su un'azione indiretta, andando a
progettare degli efficaci inibitori enzimatici, quindi per fare un esempio I'exelon che & una specialitg,
generico a base di rivastigming, inibitore dell'acetilcolinesterasi usato nel trattamento delle demenze.
Arecolina

Sono stati fatti dei tentativi per avere arecolina

v'estratta dai semi di Areca catechu ‘
dei buoni agonis-ri mUSCGr‘iniCi un‘idea v'sintetizzata secondo il criterio dell’estere inverso,

poi sintetizzati analoghi a catena pil lunga

per esempio, lha data [lalcaloide Tohicaata 834 & oH titologicn (pKa: 7.8 | areeelina
arecolina estratta dai semi di una pianta ossotremorina & xanomelina

CCH; OCH;

NS, R )
che ha una struttura con un ciclo che & C"/\O (\j/“\(h‘ ‘UA = "‘C"O)\
[o] N °
CH,

una tetraidropiridina (?) che ha un Arecolina __ (pKa7)
ossotremorina 5 =
sostifuente estereo sintetizzata e xanomeina
. . . HR Y . v'’xanomelina, bioisostero non classico
ql'llndl STUdICl'fG pef‘ Ia sua pOSSIb'IITG d' dell’arecolina, agonista muscarinico M;/M, U
.: . promettente nelle sperimentazioni per il Y

essere UTlIlZZGTG come GQOHISTG- trattamento del morbo di Alzheimer, non S Akl

I' pr'oblema aggiunﬂvo dl cui non tollerata per os, usata per via transdermica : 5 estere “nverso’
abbimao parlato finora, & che per avere 3

un buon agonista muscarinico utile nelle U™ srmamnasme

N Cateehu {& un agonista
| colinergico non selettivo)

demenze, dovremmo avere una molecola
che sia in grado di attraversare efficacemente la BEE. Purtroppo ha una pka intorno a 7.8, basta
questo perché abbia una buona percentuale di farmaci protonato.
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Viene sintetizzata secondo il criterio dell'estere inverso, non vedremo molte sintesi, ma alcuni concetti
devono essere chiari. Osservando l'acetilcolina vedremo che deve essere rispettata la regola del 5
anche qui, ma se guardiamo la posizione dell'estere il ponte etilenico tra I'azoto e I'ossigeno estereo, poi
I'estere & un estere di un aminoalcol legato al carbonio in p.

Nella progettazione del farmaci dove la porzione carica e I'estere sono due elementi importante per
I'interazione, pué essere fatto uno switch delle due posizioni. Se faccio dell'acetilcolina un estere
inverso noh sard pil un estere dell'amminoalcol colino, ma sara un estere con il metanolo.

Ho mantenuto i due elementi importanti per il sito di legame, sono anche alla giusta distanza, ma
lavorando bene posso fare questo spostamento. La molecola dell'arecolina presenta questa inversione
dell'estere, anche facile da sintetizzare.

Ha lo svantaggio di hon attraversare cosi facilmente la barriera ematoencefalica, ha anche lo
svantaggio di hon essere cosi selettiva, alla fine non se ne & fatto nulla (non & un farmaco).

Xanomelina s

Questo pero ha portato allo studio e alla sintesi di altre due molecole, una & I /\

l'ossotremonina e l'altra & la xanomelina. Per esempio nhella xanomeling, o

essendo un analogo dell'arecolina, si & cercato di migliorare la lipofilia N °

aggiungendo una catena lunga lipofila e si & fatto un bioisostero non classico 't!‘.H3
Xanomelina

inserendo l'anello tiadiazolico per avere una porzione analoga in parte
all'estere. Questa e una molecola promettente ma non e un farmaco.
INIBITORI DELL'ACETILCOLINESTERASI O COLINOMIMETICT INDIRETTI
Abbiamo concluso la parte dedicata agli agonisti al recettore muscarinico, volevamo affrontare come,
attaverso i diversi agenti terapeutici, le diverse classi di agenti terapeutici, possiamo potenziare una
trasmissione colinergica insufficiente, inadeguata. Abbiamo visto la via diretta, andare a sintetizzare
degli agonisti al recettore muscarinico con caratteristiche dif armacocinetica, se non di
farmacodinamica, migliori, pitl favorevoli rispetto all'acetilcolina stessa.
L'altra strategia & quella di ricercare un'azione colinomimetica indiretta, andando cioé a prolungare il
tempo di vita dell'acetilcolina a livello della trasmissione sinaptica. Questo secondo approccio si realizza
andando a sintetizzare gli inibitori dell'enzima acetilcolinesterasi che avevamo localizzato a livello del
tessuto nervolo, a livello della sinapsi, proiettato nello spazio intersinaptico. Di fianco al recettore c'e
I'enzima, questo enzima & rappresentato per far capire quanto sia efficiente questa proteina
enzimatica, quanto sia fisiologicamente efficiente la distruzione dell'acetilcolina una volta che e
avvenuta la trasmissione dell'impulso.

Questa struttura la si conosce
Inibitori dell’acetilcolinesterasi (AChEI) o colinomimetici indiretti

¥" proteina enzimatica purificata, sequenziata, éé} bemssma, oramai e stata deSCF'TTGI
descritta nella sua struttura quaternaria ol . . . T
(studi di modellistica molecolare e Si%) § s ,Cg;'ﬁ cristallizzata, sequenziata, quindi si sa
cristallografia a raggi X) SOse P 80

, . , \/ﬁ == che ha una struttura ad albero di questo
struttura ad albero: collagene che si lega su

tre rami con ponti disolfuro a 4 subunita
enzimatiche. ciascuna con sito catalitico
(ogni enzima ha 12 siti attivi)

tipo. C'¢ un macromolecola di collagene

che si lega a tre ramificazioni che sono

Interazioni di legame al sito attivo di AChE tenute da ponﬁ disolfuro. Per ogni

¥ sito catalitico dell’enzima ospita punti di attacco per gruppo estereo

e testa cationica, siti esterasico ed anionico ramificazione sono Iegﬂ"'e 4 subunita
¥ sito anionico: a) gruppo carbossilico di un residuo di acido . . h ” . .

glutammico oppure b) ipotesi di interazione dell’N quaternario con enzimatica (CCF‘C I nella flgum), ogni

il sistema elettronico = di un residuo di triptofano; tasche . . N , .

idrofobiche per ospitare i metili, ma non gruppi pit ingombranti cerchio e una subunita dell'enzima,
¥ protonazione dell’0 carbonilico avviene da parte di un protone A A .

imidazolico di un residuo di istidina ciascuna delle quqh ha un suo sito
¥ attacco in modo concertato del residuo nucleofilo -OH di una serina L. .

al carbonio elettrofilo catalitico, ha un suo attivo.
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Per ogni molecola di acetilcolinesterasi ci sono ben 12 siti catalitici attivi, questo giustifica il fatto che,
immediatamente, nell'arco di pochi millisecondi, tutta l'acetilcolina libearata sia distrutta. Vi e un
enzima estremamente efficiente.

A noi interessa parlare di strutture chimiche, di come una struttura cosi efficiente possa essere
bloccata, inibita nella sua azione. Il risultato sara che l'aectilcolina ha una vita fisiologica maggiore, si
potenzia la trasmissione colinergica, sappiamo come & il substrato di questo enxima, & sempre
I'acetilcolina. Quindi sappiamo quali sono i requisiti strutturali per richiamare e legare una molecola
come l'acetilcolina. Possiamo supporre che ci siano nuovamente, potremmo individuare in una mappa
analoga a quella del recettore muscarinico, un sito estereo e un sito anionico. Possiamo chiamarlo sito
esterasico perché & un sito dove si rompe, viene lisato il legame estereo.

Il sito anionico di questo enzima, del sito catalitico & quello che deve tenere legato la testa cationica,
I'azoto quaternario. Quindi dovra avere una catena laterale di un sito di aminoacido che ha una carica
negativa, esattamente come avevamo visto nel recettore muscarinico.

Ci sono aidiverse ipotesi di interazioni che puo avere I'azoto quaternario.

Inoltre abbiamo visto che, normalmente, nell'attivita di un sito attico di un enzima, nel sito catalitico, si
parla della triade catalitica, di catene laterali di aminoacidi che hanno ruoli ben specifici. Anche qua

ritroviamo la stessa triade.

Questa & una rappresentazione della struttura cristallina del sito attivi di una colinesterasi, murina,
Interazioni di legame al sito attivo rappresentata con il suo

substrato. Ci sono gli stessi

enzimi, le stesse catene laterali
degli stessi enzimi. Abbiamo, nel
sito catalitico
dell'acetilcolinesterasi, una
porzione dove far accomodare la

testa cationica, abbiamo, di nuovo,

| residui essenziali dell’enzima:

a) la triade catalitica Glu-334, His-447, . . . .
Ser-203 acido glutammico o di acido

nel sito anionico, un residuo o di

b) la tasca dell’acile (Phe-295 e Phe-297) GSPGI"TiCO (secondo CllCUI'\i
c) il sottosito della colina (Trp-86, Glu-202, . T .
Tvr-337 ricercatori c'é I'aspartico, secondo
yr-337)
d) il sito periferico (Trp-286, Tyr-72, Tyr-124 altri il glutammico, per questo ci
e Asp-74). . .. .. .
sono i punti itnerrogativi). Si

proiettano nella tasca che da un'interazione di tipo ionico, questo & il sito per la porzione ammonica
quaternaria. Anche qua si sono delle piccole tasche idrofobiche dove vanno a proiettarsi i metili,
interazioni di tipo ionico. Vediamo gli altri elementi della triade, un residuo di istidina in cui abbiamo un
anello imidazolico che & in grado di dare un support, attraverso il suo equilibrio acido-base, a scambiare
protoni con il substrato, con l'obiettivo di cambiare i requisiti di elettrofilia e nucleofilia di alcuni
elementi del substrato.

Poi c'¢, l'altro elemento della cosiddetta triade catalitica, il nucleofilo, in questo caso & un residuo di
serina; il nucleofilo, all'interno di un'esterasi, andra ad attaccare quello che & il centro piu elettrofilo
del substrato ovvero il carbonio carbonilico.

Poi abbiamo ancora un residuo tirosinico, che ferma, contribuisce a interagire con il substrato e tenerlo
fermo, con l'ossigeno estereo.
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La triade catalitica e costituita, nell'ipotesi del ricercatore dal cui articolo & stato preso questa
immagine, da:

< Un residuo di acido glutammico il numero 334 nella sequenza aminoacidica della sequenza

enzimatica;

% un residuo di istidina il 447;

% un residuo di serina.
Nell'immagine ritroviamo i numeri che corrispondono anche alla proiezione ai residui delle catene
laterali di questi aminoacidi.
Vedremo che appunto abbiamo l'ingombro spaziale della molecola del substrato, dell'acetilcolina,
abbiamo il 334 (il residuo di acido glutammico), vediamo la porzione dell'azoto quaternario
dell'acetilcoling, il residuo di acido glutammico dara un'interazione di tipo elettrostatico. Qui vedete
rappresentato l'anello imidazolico, il residuo della catena laterale dell'istidina, che dd una reazione
acido-base. Poi c'¢ la serina 203 che is proietta da dietro ed andra ad attaccare il carbonio carbonilico.
Nella tasca dell'acile ci sono deir esidui di fenilalanina che servono a dare delle itnerazioni di Van Der
Waals per stabilizzare la porzione acilica, altri aa importanti che sono sttai individuati nella porzione
che accomoda la colina, poi ancora altri aa nel sito periferico che serve per accomodare anche il ponte
etilenico.
Quindi andiamo a vedere nel dettaglio il meccanismo, almeno una parte del meccanismo. Guardando
velocemente il meccanismo, non ci interessa I'aspetto biochimico, ma dobbiamo capire come funzionano
gli inibitori dell'enzima, altrimenti non ci sarebbe motivo di soffermarsi.
Come avviene lidrolisi

r = dell'acetilcolina? La prima

interazione che avrd il

Stadio 6 G

substrato con il sito

[
= FNH 1
e i

A T it W it W A N S W » X
Isudina catalitico, sara

¥ meccanismo idrolisi & un insieme dei due meccanismi classici: linterazione  long-range

1. attacco nucleofilo di uno ione ossidrile al C carbonilico elettrofilo, ovvero interazioni
ecc.

2. protonazione dell’O carbonilico in ambiente acido, attacco al C elettrostatiche tra una
carbonilico di una molecola di acqua, collasso dello stato di . . .
transizione quaternario per dare |'acido e |’alcol porzione carica positiva e

v enzima nella forma acetilata & inattivo perché non pud legare una por'zione carica
un’altra molecola di acetilcolina .

v' normalmente idrolisi dell’enzima acetilato & rapida: rigenera la negativamente della

forma iniziale attiva + una molecola di acetato

v Fassaggio cfg'avelper la pri::gettazigr;e di inibitori ddelI’ACQE: mentre proteina. Le interazioni
'estere carbossilico & molto instabile, un estere dell’acido : : :
fosforico o dell’acido carbammico & molto piu stabile e I’enzima di tipo elettrostatiche
rimane inattivo piu a lungo sono le it forti
v la progettazione di due classi di AChE inibitori, reversibili e P
irreversibili si basa sul criterio della velocita di idrolisi ener'geﬁcamen're

parlando, due centri di interazioni possono richiamare il substrato, il sito di legame. Ecco il primo ruolo
a uno degli aa della triade, I'aa glutammico o aspartico danno interazione long-range che avvicina il
substrato al sito enzimatico.

Poi abbiamo la serina, il nucleofilo, che ha il ruolo di attaccare il carbonio carbonilico dell'estere
dell'acetilcolina, I'ossigeno della colina, pur non essendo un nucleofilo cosi potente, ha dei doppietti
elettronici disponibili per attaccare il carbonio carbonilico, si riarrangerd tutta la molecola, uno dei
doppietti elettronici del doppio legame carbonio ossigeno, va sull'ossigeno e si forma l'intermedio
tetraedrico.
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Perché la reazione proceda in modo efficiente, interviene l'istidina, I'imidazolo istidinico, che con l'azoto
che ha il doppietto elettronico ibero e disponibile sequestra un protone a un atomo di ossigeno,
I'imidazolo si protona e quindi il doppietto di legame ossigeno-idrogeno vada sull'ossigeno->
stabilizzazione dell'intermedio tetraedrico. Dopo di che listidina, che ha l'anello imidazolico, come
abbiamo accennato per la pilocarpina che ha un anello imidazolico la cui pka & circa 6.5, ha discrete
proprieta acido-base. L'eterociclo protonato ha anche buone prorpieta acide, andra facilmente a cedere
questo idrogeno, il protone all'ossigeno del raggruppamento alcossilico, in questo caso della colina, R non
¢ altro tutto ilr aggruppamento dell'aminoalcol colina. Quindi una volta protonato I'ossigeno, facilmente
I'intermedio tetraedrico collassa, perché questa porzione alcossilica & diventata un ottimo gruppo
uscente e quindi l'infermedio tetraedrico collassa, da una parte se ne va l'alcol colia, e dall'altra la serina
della colinesterasi risulta acetilata e quindi bloccata. Un sito attivo acetilato o, in generale, acilato sul
residuo ossidrilico della serina hon & in grado di funzionare come esterasi.

La serina acetilata, I'estere acetilico della serina, puo essere facilmente idrolizzato anche solo da un
nucleofilo debole come una molecola d'acqua, quindi motlo velocemente, attraverso I'attacco nucleofilo
della molecola d'acqua, l'assistenza nuovamente dell'imidazolo dell'istidina in questa reazione acido-base,
in questo scambio di protoni, motlo velocemente questo residuo serinico & nuovamente liberato
dall'acetile. In questo modo l'acetilcolinesterasi € di nuovo pronta ad idrolizzare una nuova molecola di
acetilcolina. Normalmente & estremamente rapida questa idrolisi della serina acetila.

Questo ¢ il passaggio chiave per capire come sono stati progettati gli inibitori dell'acetilcolinesterasi, si
¢ cercato di arrivare a molecole che potessero acilare lo stesso sito attivo in modo molto pit stabile,
facendo in modo che, essendo queste molecole, per la maggior parte, substrato dello stesso enzima,
possano lasciare inattivo I'enzima per un peridoo di tempo significativo.

Piti & stabile questo legame, pitl I'acetilcolinesterasi rimane a lungo inattiva.

Si parla nella progettazione degli inibitori dell'acetilcolinesterasi di inibitori reversibili o, addirittura,

irreversibili basandosi sulla durata dell'inibizione.
la maggior parte delle molecole che sono state progettate sono delgi inibitori che agiscono come

substrati stessi
dell'acetilcolinesterasi, Inibitori reversibili dell’AChE
vanno incontro alla stessa due meccanismi d’azione:
. 1. substrati dell’AChE: reagiscono con essa per dare un enzima acilato
reazione del substrato, pili stabile dell’enzima acetilato, ma ancora in grado di dare

idrolisi del substrato e rigenerarsi

acilano  cioce con una X S
2. molecole che si legano all’enzima ma non ne sono substrato, non

porzione della loro molecola reagiscono con esso
quell'ossidrile serinico, con 1. piu utile dal pdv clinico, comprende
. . v arilcarbammati o esteri dell’acido carbammico con fenaoli
la differenza di dare un (fisostigmina e analoghi)
. . N v alchilcarbammati (carbacolo e betanecolo) molto piu stabili
enzima acilato molto pid dell’ACh e quindi idrolizzate piu lentamente
stabile. dopo il legame al sito catalitico si ha:
. . . « idrolisi del carbammato che transesterifica il residuo della
Una parte di questi inibitori serina con |’acide carbammico per dare I’ enzima

carbamoilato

il si iti . : A . T,
occupano | sito catdlitico, » rigenerazione in un tempo dell’ordine di minuti (ad es.

ma non soho substrato emivita metilcarbammato 15 min contro un’idrolisi
dell’enzima acetilato dell’ordine di msec)
dellenzima  stesso, non (carbammoilazione dell’AChE piu efficace quando viene

operata dagli arilcarbammati)
reagiscono con esso,

semplicemente lo occupano.
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Dal punto di vista clinico, oggi abbiamo in terapia I'utilizzo di quelli che fungono da substrato,
sintetizzati con I'approccio gia visto con la produzione degli agonisti muscarinici pit stabili, cioé sono dei
carbammati.

Abbiamo parlato della modificazione del gruppo acetilossi dell'acetilcolina sostituendo l'acetile con un
carbamoile, facendo degli esteri dell'acido carbammico, perché gli effetti elettronici dell'azoto con il
suo doppietto libero, sostituzione isosterea dell'acetile, determinava  una diminuzione delle

caratteristiche elettrofile del carbonio carbonilico e quindi una maggiore stabilita all'attacco da parte
delle esterasi.

Abbiamo lo stesso qui, questa volta sono molecole che pit che avere un'azione agonista, ricordiamo il
carbacolo e betanecolo, hanno un'ottima azione come inibitori di questo enzima.

Abbiamo tanto gli alchilcarbammati, come carbacolo e betanecolo, cioe molecole che si adattano al sito
attivo muscarinico e in parte vanno a carbamoilare la serina dell'acetilcolinesterasi, dando un enzima
carbamoilato che & idrolizzato pit lentamente.

Prevalentemente come inibitori dell'acetilcolinesterasi sono gli arilcarbammati, non molecole di
dimensioni ridotte da poter avere un'azione diretta sul recettore muscarinico, ma per avere un'‘azione
selettiva di inibizione dell'acetilcolinesterasi si utilizzano soprattutto arilcarbammato. Sono degli
estere dell'acido carbammico con degli alcoli aromatici ovvero dei fenoli.

Anche qui partiamo da un esempio importante, da una molecola di origine naturale, la fisiostigmina.
Quindi il meccanismo d'azione degli arilcarbammati & quello che abbiamo dedotto, sono substrato della
serina, carbamoilano il residuo.

Si aprla di agonisti reversibili e pil o meno reversibili. Per comprendere la portata la differente
cinetica di una serina di un enzima acetilata o carbamoilata, facciamo un confronto tra la durata di
questa acilazione, che nel caso dell'acetile dell'acetilcolina ha una durata di qualche millisecondo, un
enzima carbamoilato, nel caso di un metilcarbammato, rimane carbamoilato per quindici minuti. La
differenza nei confronti dei millisecondi dell'acetilazione ¢ enorme, verrd comunque rigenerato il sito
attivo libero dell'acetilcolinesterasi ma con un tempo enormemente pit alto.
Arilcarbammati:fisiostigmina

Il punto di partenza degli
Fisostigmina (Fisostigmina salicilato Salf®) essenziale . . s . .
loaP: 1.58: pKa: 6.12 arilcarbammati & un alcaloide di
“alcloi Gy N

N

v alcaloide ottenuto dai semi del or‘igine naturale che P la

Physostigma venenosum o Fava del
Calabar

¥ instabile in soluzione acquosa, in quanto
si idrolizza a dare eserolina, poi
fotoossidata a rubroeserina, rossa,
prodotti entrambi inattivi

. o cH venenosum, metabolita secondario
HO. 3 3
psosiguins | :[ { ). Z :[ i J della pianta, ha questa struttura
g E 0

fisiostigmina, ancora oggi usata.
Isolata dai semi della Physostigma

N N N
Lo . .

b, Cn, e CHy con unha porzione aromatica.
impiego in terapia Abbiamo  un  metilcarbammato
v’ usata per anni nella terapia del glaucoma (por‘zione GSTCI"CG) che e essenziale,
¥" usato il suo salicilato nella terapia di emergenza per trattare .

sovradosaggi di farmaci con effetti anticolinergici centrali (sintomo un estere con un fenolo, , abbiamo
depressione) provocati da antidepressivi triciclici . .
v adifferenza di altri AChEI , non & un sale ammonico quaternario, & un primo anello aromatico

lipofila e supera la BEE . il I'i .
¥" in fase di studio per il possibile impiego nella terapia dell’ Alzheimer e lmpor"ran're e utile per inferazione

di altri disturbi cognitivi con una controparte idrofobica del
sito catalitico dell'enzima, poi c'é¢ l'anello terminale triciclo (?) pirrolidinico che ha l'azoto con le
proprietd basiche necessarie per essere protonato a pH fisiologico. Quindi abbiamo una serie di
differenze rispetto al substrato naturale, la moelcola & piti complessa rispetto a quella dell'acetilcolina.
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Al posto dell'acetato abbiamo il carbammato (un'interazione in pil con la porzione aromatica) ma
abbiamo sempre l'interazione di tipo ionico, con I'azoto dell'anello pirrolidinico protonato. La pka & 12,
quindi abbiamo una pkb di circa 7.9, quindi a pH fisiologico la molecola sara parzialmente protonata,
parzialmente ionizzata.

Questa porzione protonata andrd ad occupare il sito ionico al posto dell'azoto quaternario
dell'acetilcolina.

Quali sono i vantaggi di una struttura si questo tipo, al di la del carbammato? Il vantaggio di questa
moelcola che I'ha resa tale per cui si & pensato di utilizzarla nella terapia dell'Alzheimer, quindi in grado
di arrivare al SNC, & quello di passare la BEE, infatti ha una lipofilia normale di 1.58, ma soprattutto
non deve avere una cosa che l'acetilcolina ha, ovvero la carica permanente. Ha una pkb di 7.9 sara solo
parzialmente protonata, ha un equilibrio tra la forma neutra e quella protonata tale che permette il
passaggio delle memebrane e soprattutto della BEE. Ha un problema: & instabile in soluzione acquosa.
Viene anche chiamata eserina, si puo idrolizzare il carbammato in soluzione acquosa, abbiamo la
porzione fenolica e pud dare fotossidazione. Quindi instabile in soluzione acquosa e instabile alla luce.

Utilizzata molto nella terapia del glaucoma, nel caso in cui si abbiano casi di tossicita per
sovraddosaggio di anticolinergici, magari antidepressivi triciclici che hanno anche una componente
d'azione anticolinergica, si pué usare nella terapia di emergenza. E stata presa in considerazione per la
terapia dei disturbi cognitivi.

Il meccanismo d'azione lo — —
. . Stadio 1 Stadio 2
vediamo solo per dimostrare L_é_ . /\9 Kn H*~ /\9
. . .. R N ® Nl
che il meccanismo d'azione & ] AW R . My
. .. ~ |
in futto e per tutto simile, " g
quindi infermedio -
tetraedrico,  protonazione — roHy
Stadio 3 Stadio 4
dell'anello imidazolico, I\? (‘/\2 LO /\9
. . T u e o
distacco della porzione del B NN r.,qap\—%L‘of—Jn- ALY
. e ¢l H
fenolo e formazione % N
dell'intermedio carbamoilico. O
Idrolisi
Il meccanismo & molto L {molta lenta) L )
= O—H =
simile, la giustificazione alla WNLO L Ny hw
STGbIIITC\l dl queSTO Iegame é Iﬂt:l_'lrnediocarbamoilico
stabile
che nell'intermedio

carbamoilico abbiamo l'azoto ﬁi jﬁ
(o)

con un doppietto che puo 0
mettere in copartecipazione /J%q - }\--.9 :Gar:lhrg:ﬁnm
MGH!\'!_) 9 MEHN f “disattivato”
con il carbonio del carbonile )
e puo andarsi a delocalizzare anche sull'ossigeno.
Questa delocalizzazione rende molto stabile questo estere del carbammato.
[nell'ultima struttura, quella di risonanza di destra manca una carica positiva all'azoto, che ha una carica
positiva in quanto ha quattro legami totali]
Alla fine avremmo un metilcarbammato che hanno un effetto induttivo che favorisce la disponibilita di

questo doppietto, sia con un solo metile sia con due.
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Neostigmina e Piridostigmina
Sono stati fatti degli analoghi sintetici, su questo modello si & andati a semplificare la struttura. Allora

é rimasta la porzione del carbammato, in questo caso nella neostigmina e nella piridostigmina (che ha un

cn\ﬂ,r\l(cm)2 % O\H/N(CH3]2
Piridostigmina (Mestinon®) 0 @/ o dimetilcarbammati che hanno un'ulteriore
Br- + Br-

* NICHy, CH, stabilita rispetto ai metilcarbammati. La

Neostigmina (Prostigmina®) anello pir‘idinico) si sono utilizzati dei

* miastenia gravis . N . .
+ in anestesia per antagonizzare i curari differenza che hanno ¢ la presenza e di un

+ profilassi pre e post operatoria dell’atonia intestinale . . .
azoto quaternario, in questo caso hanno il

v" analoghi alla fisostigmina a struttura piit semplice, mantengono le H H H N :
caratteristiche strutturali essenziali della fisostigmina e VGhTGggIO di essere pu staboli in soluzione

dell’acetilcolina

v carbammato disostituito aumenta potenza inibizione rlspeﬁ'o alla fISIOSthma' sono  stati

v" neostigmina mantiene gruppo carbammico sostituito, anello sintetizzati con l'obiettivo di nhon avere
benzenico (meta-sostituzione) e atomo di N del primo anello
eterociclico, distanza tra il gruppo ammonico quaternario ed estere un'azione centrale, ma sono somministrati
& la stessa della fisostigmina e dell’acetilcolina. !

v piridostigmina: N quaternario incorporato nell’anello piridinico nelle anestesie (Come C(nTagoniSTi dei

v' inibitori reversibili dell’ AChE come fisostigmina, piu stabili . ..
chimicamente e a pil lunga durata d’azione, assunti per os e (no cur‘ar‘u), per bloccare la muscoaltura liscia
azione centrale) usati nella cura della miastenia grave: i . i
piridostigmina ha minori effetti collaterali e maggiore durata vlscer‘ale n pr'e-cmeSTeSI(] (per‘ abbassar‘e

d’azione di neostigmina
il livello di anestetico e danno un

rilassamento della muscoaltura viscerale negli interventi chirurgici delladdome) e in fase di post-
anestesia per velocizzare la ripresa della tonicitd muscolare con la neostigmina per esempio.

Quindi sempre per tenere sotto controllo I'azione dei curari e la progressiva paralisi della muscolatura
liscia fino ad arrivare al diaframma. Poi si utilizza nella patologia Miastenia gravis (patologia che
riguarda la mancanza di tonicitd muscolare), si fanno per esempio anche simministrazione sottocutanee
anche per os (biodisponibilitd variabile), I'azoto quaternario non favoricse il passaggio attraverso le
membrane. Raramente sono utilizzate delle forme farmaceutiche per via orale che non favorisce il
passaggio per le membrane a meno che non debbano avere un'azione locale a livello della muscolatura
intestinale.

L'obiettivo & quello di fare in modo che non avessero un'azione centrale. Sono attualmente in uso.

Rivastigmina
Inibitori dell'acetilcolinesterasi in utilizzo ce n'e solo una: la rivastigmina utilizzata nella terapia del

morbo dell'Alzheimer, in utilizzo nelle Inibitori reversibili per il Morbo di Alzheimer:
L. . . danno miglioramento delle capacita cognitive, ritardano da 6 a 12 mesi
condizioni del cosidetto mild avanzamento della patologia

.y . . . OMe
cognitive impairment ovvero : SH, | Hooc_ oM
. - - . = N oMe OYN\/ I
situazioni hon froppo gravi in cui > | & Hooe” “oH

sembra  riuscire  ritardare il rivastigmina tartrato

inibitore classico a
struttura arilcarbammica

inibitori non classici
senza porzione
carbammica

peggioramento dei sinfomi per un
periodo variabile dai 6 ai 12 mesi.

. tacrina (Cognex®): donepezil (Aricept®): rivastismina (Exelon®):
Andremo a ragionare su due molecole .aminotetraidroacridi | | *abbastanza selettivo tra le || (S)-3-[1-(dimethylamino)ethyl]
j . . na (1930) esterasi phenyl N-ethyl-N-methylcarbamate,
come la facrina e il donepezil che +primo farmaco -agisce come inibitore non || LIPS
c . . . approvato nella competitivo sulla AChE sazione selettiva su
sono inibitori non classici, non sono terapia -azione principalmente sul t-:rr\at;ia:od;leﬁ:&t:;?;ge nella
, . . . dell’Alzheimer SNC : .
substrato dell'acetilcolinesterasi, non smolto epatotossico || ~emivita pids lunga :e«/:r:l;:en:: szions pus
H . *non molto selettiva +«nettamente minore i L.
hanno la porzione carbammica. tra le esterasi epatotossicita rispetto alla *scarsa dissociazione
. . . N tacrina dell’enzima carbamoilato
Mentre la rivastigmina tartrato non & -pseudoirreversibile

+poco tossico per il fegato

altro che un ennesimo

arilcarbammato e quindi ¢ il principio attivo dell'exelon che & I'unico farmaco in uso per I'Alzheimer.
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Vedremo ancora come occupano il sito catalitico sia la rivastigmina che il donepezil, in modo classico o
meno e parleremo delgi inibitori irreversibili (dalle cronache abbiamo sentito anche che i gas nervini ne
fanno parte, vengono ancora oggi utilizzati).

Avevamo presentato nella classe degli inibitori dell'acetilcolinesterasi quelli che vengono utilizzati nel
trattamento di alcune forme di demenza, in particolare nel morbo di Alzheimer, in cui sono state
identificate tra le possibili cause un deficit colinergico. Quindi bisogna potenziare la trasmissione
colinergica una delle possibili strategie e quella di incrementare la vita del neurotrasmettitore a livello
sinaptico, bloccando I'enzima che degrada il neurotrasmettitore.

La rivastigmina ha una porzione che & quella dell'estere dell'acido carbammico, quindi possiamo dire che
¢ un inibitore classico a struttura arilcarbammica e agisce come substrato dell'enzima lasciandolo
inibito attraverso la carbamoilazione, per un tempo piuttosto lungo.

Questa molecola che ha quindi come sua caratteristica fondamentale, di essere substrato
dell'acetilcolinesterasi e di lasciare legato a quella serina, nucleofilo presente sul sito enzimatico,
legata con l'acido carbammico.

Le altre molecole riportate sono a strutture completamente diversa, non ritroviamo un‘analoga porzione
carbammica e quindi hanno un meccanismo d'azione diverso: occupano, come molti inibitori enzimatici, il
sito catalitico senza essere substrato dell'enzima stesso.

Il logP della rivastigmina € superiore a 2, sufficientemente lipifila per superare la BEE; la pka che sara
fondamentale per andare a occupare lo stesso sito catalitico dell'acetilcolina (nel sito catalitico
dell'acetilcolinesterasi, I'acetilcolina occupa un sito con due sezioni, uno il sito anionico con la ftesta
cationica, la porzione ammonica quaternaria, e l'altro sito esterasico).

Questo ¢ il commento che dovremmo sapere fare, dovremmo sapere riconoscere in un inibitore o in un
antagonista quali siano le porzioni che mimano I'azione dell'agonista o del substrato dell'enzima).

Quindi abbiamo il gruppo aminico, con proprieta basiche, & in grado di protonarsi a pH fisiologico, ha una
sua pka e ci dice che la molecola a pH fisiologica sarda in gran parte protonata. Cio nonostante ¢ in
equilibrio, la forma neutra sard in grado di superare la BEE. Infatti notiamo la presenza del logP della
molecola. La sua caratteristia fondamentale & la lentissima dissociazione che avra la porzione

carbamoilica dal residuo serinico. Per la durata di questa inibizione & un inibitore pseudo-irreversibile.
Anche se la molecola ha apparentemente una farmacocinetica non cosi favorevole, ti,, di due ore,
I'effetto della sua azione permane per tempi molto lunghi. Quindi effettivamente tutte le volte che si
fa valutare I'attivita di una molecola, si valuta tanto I'aspetto farmacocinetico, quello che ci da I'emivita
di un farmaco, che ci da il risultato dell’ assorbimento (a seconda della forma farmaceutica usata) e del
metabolismo e dell'eliminazione del farmaco, anche la sua azione farmacodinamico. Concludiamo dicendo
che il farmaco non ha un aspetto farmacocinetico cosi favorevole, ma la sua azione farmacodinamica,

cioe l'efficienza dell'inibizione dell'enzima, e molto buona. Quindi il farmaco & entrato in terapia, poco
tossico per il fegato. Ha un numero di effetti collaterali gestibili.

Se devo pensare agli effetti inibitori di un farmaco inibitore dell'acetilcolinesterasi, saranno tutti gli
effetti collaterali derivati da una stimolazione molto alta del sistema colinergico. Dovremmo ricordarci
cosa va ad innervare, ghiandole e muscoli lisci.

Tacrina

In particolare la tacrina ha una struttura, ha lo scheletro base delle acridine, in particolare una
tetraidroacridina, uno degli anelli non & aromatico, non e completamente planare, & un derivato
aminotetraidroacridinico. Ha una sintesi molta datata, primo farmaco a entrare nella terapia
dell' Alzheimer. E stato ritirato in quanto epatotossico.
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Donepezil

\

E il principio attivo dell'aricept e di altre specialita, agisce come inibitore non competitivo. Un'altra
caratteristica & quella di avere un bilancio lipofilo/idrofilo tale da permettere il passaggio della BEE.
Anche il donepezil ha caratteristiche adeguate ad essere attivo sul SNC.

Occupa una porzione del sito catalitico occupato dall'acetilcolina, ma occupa anche una porzione
aggiuntiva, ha un'inibizione non competitiva.

Vedendo questa immagine, poco chiara,
cosa notiamo? Le nuvolette ci danno
I'ingombro delle catene laterali degli aa.
Per dare un'idea la posizione degli aa nel
sito catalitico ¢ mantenuta costante e

vediamo l'ingombro delle molecole che

AChE e ACETILCOLINA ‘ C
occupa lo stesso sito catalitico.

Questa e l'acetilcolina e qui abbiamo,
invece, la rivastigmina che ha all'incirca
nella stessa posizione il carbammato con i
sostituenti, la  porzione  dell'anello
aromatico che occupa parte del sito

AChE e RIVASTIGMINA AChE e DONEPEZIL

catalitico.
I| donepezil ha una struttura molto piti ampia che occupa anche siti accessoriali, di legame, oltre al sito
catalitico. Qui vediamo che sono coinvolti altri residui aminoacidici.
In particolare la porzione benzilica da un'interazione m-1 con I'anello indolico del triptofano, qui vediamo
la catena laterale del triptofano. Chiaramente questa & una porzione che sara carica positivamente,
almeno in parte a pH fisiologico_ Poi Ipotetica interazione del donepezil con [’enzima AChE:
abbiamo ancora che l'azoto protonato ome

dard un'interazione catione-m che & Meo Donepezil lungo la gola del sito
attivo dell’AChE sembra
instaurare tre interazioni
principali

evidenziata qua dove non si vede bene.
Poi ancora abbiamo un'interazione tra

a)un’interazione n-m tra
I'anello benzilico e ['anello
indolico di Trp 84

b)un’interazione m-catione tra
"azoto protonato e [’anello
fenilico di Phe 330
c)un'interazione m-m del

sistema indanonico con Trp
279.

questa porzione indanonica e un residuo
di triptofano (il 279). Se doveste
commentare linterazione di questo
inibitore enzimatico con il sito catalitico

dell'acetilcolineterasi, ritroviamo alcuni
aa che abbiamo citato con l'acetilcolina.
Abbiamo in questo caso un'inibizione non

competitiva.
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Inibitori irreversibili

Dal punto di vista di strutture importanti

Inibitori irreversibili

ericerca di un’acilazione dell’AChE piu stabile all’idrolisi = inibitori molto efficaci. ﬁ) dl |n|b|1’0r‘| de“ aceT”COhneSTerGSl

derivati degli a.cwdw foslfor1cl0, Pwrofosforlfé, fosfom.co . HO—‘. . UTIIIZZGTI a queSTO SCOPO, queSTl sono gh
+uguale meccanismo dei derivati carbammici, ma enzima rimane come estere fosforico o

enzima si rigenera per idrolisi molto lentamente in termini di ore — irreversibili é:‘;_H unici esempl
*AChE fosforilata puo subire processo di “invecchiamento” ruolo importante nella tossicita:
idrolisi di uno o piu gruppi fosfoesterei su enzima fosforilato Ci sono alcuni |n|b|1'o|ﬂ|
+formazione di un fosfato anionico legato al residuo serinico molto meno elettrofilo

= . . ' . . .

dell’estere fosforico di partenza ‘ dell'acetilcolinesterasi che vale la pena
*minore tendenza ad idrolizzarsi ed a rigenerare 'enzima
+puo diventare insensibile anche all’attacco di nucleofili impiegati come antidoti specifici Ci-rarte perché hanno un meccanismo
smeccanismo sfruttato per progettazione di armi chimiche gas nervini (Sarin)

d'azione diverso, in quanto danno un

H q CH. Q o . I
Hzckofzio{cmz (CHJCHzopz—u—o—SIN:fHJIQ blocco irreversibile
Is°ffllﬂz:Z;ahtf;;::Z:iﬂﬁif:;ﬁ?ﬁPyL foduro di ecotiofato (Fosfalina) dell'acetilcolinesterasi. Apparentemente

simpiegati nella terapia del glaucoma ad angolo aperto refrattario all’uso di altri farmaci . . . . .
(miotici a breve durata, beta-bloccanti, adrenalina e inibitori dell’anidrasi carbonica) ll meccanismo Sembr‘ﬂ simi Ie, ma || SITO

=uso topico: il primo come unguento ed il secondo in soluzione - . \ oy . .
sdiminuzione della pressione endooculare fino a 4 settimane CaTGllTlCO ||ber'0 non puo p'u r‘lgener‘al"Sl e

=piuttosto tossici, induceno cataratta e distacco della retina.

si parla di inibizione irreversibile.
Sono strutturalmente appartenenti alla classe degli esteri dell'acido o fosforico o pirofosforico o

fosfonico.

Il meccanismo d'azione comporta in questo caso che il residuo serinico sia esterificato da un fosfato,
abbiamo sempre la serina come nucleofilo che si lega, attacca questo atomo di fosforo dando quindi
I'addotto. Se non che, come nell'isofluorofato, tutte le cariche negative che ci sono, rispetto a un acido
carbammico o ad un acetato risulta meno elettrofilo. L'estere risultante risulta meno difficilmente
attaccabile da un nucleofilo epr liberare nuovamente il residuo serinico.

Esiste poi sul sito dell'acetilcolinesterasi fosforilata un processo di invecchiamento che porta alla
totale irriversibilita dell'addotto.

Quindi il meccanismo apparentemento & lo stesso, il risultato & una derivatizzazione di quella serina
molto piu stabile.

Isofluorofato

Alcune di queste, come l'isofluorofato, indicato come il diisoproprilfluorofosfato o fluostigmina, trova
impiego nella terapia del glaucoma, solo quando questo risulta refrattario all'uso di altri farmaci.

Non sono di certo farmaci di

. H' meccanismo d'azione dell’'isofluorofato
prlma scelTa.

' N . ®
L'uso & topico, sono molto Serina H R y
efficaci, leffetto si puo |\ . L

| h o] c|) E’ la scissione idrolitica del legame
prolungare anche per un mese, \ 'PrO-*I'?=O fosfoestereo che avviene quando
ma sono piuffosfo tossici o, 0 oFr I’AchE & ancora lfosfor"lllata; questo

/P\ i porta alla formazione di un fosfato

anche a livello del sito di rro” (_F SIARILE anionico che risulta meno suscettibile

di essere ulteriormente idrolizzato

somministrazione, pososno
Insetticidi

portare fino al distacco della o — : — — : . : —
+derivati esterei fosforici di natura lipofila, come il malathion, parathion, paraoxon, utilizzati

retina. in tutto il mondo per incrementare la produzione agricola

L'impiego,  purtroppo, & Em),{s M°°>,</s oo

soprattutto a livello di armi parathion °‘®"‘°2 malathion g0

ChimiChe’ ad esempio i gas «Parathion: derivato tiofosforico del pararoxon = tossicita selettiva verso gli insetti
ner‘vini sfr‘uﬂ'ano ques'l'o 'HPO ggsg;gi?mo metabolizzato da esterasi plasmatiche in acidi carbossilici, metaboliti idrofili meno

di meccanismo e anche quindi
I'estrema tossicitd del meccanismo stesso.
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Queste molecole sono inibitori dell'aceilcolinesterasi a struttura estere fosforico, sono utilizzate, ad
esempio, come insetticidi. Non si usano gli esteri fosforici, perché sarebbero tossici per I'uomo, ma si
utilizzano gli esteri tiofosforici. questi sono due esempi di insetticidi che realizzano una buona tossicita
selettiva, esiste nell'insetto e nell'uomo un diverso metabolismo: gli esteri tiofosforici sono attivati ad
esteri fosforici solo dal metabolismo degli insetti, mentre il metabolismo dei mammiferi li porta ad
idrolisi e quindi la porzione estremamente idrofila viene velocemente escreta.

Al contrario nel metabolismo degli insetti si ha una desolforazione ossidativa che porta alla
sostituzione dell'atomo di zolfo con un atomo di ossigeno, quindi all'attivazione di un estere fosforico
che ha il meccanismo detto prima. Tuttavia si tratta di molecole che vanno utilizzate con estrema
cautela per evitare rischi

MAMMIFERI INSETTI oprofﬂott1 lTpof1l1 e con elevata Cl”O stesso meccanismo
tensione di vapore —
particolarmente tossici per visto pr'imq.
'uomo e gli animali
: +da usare con molta cautela (Un nostro C0mP09n° fG la
parathion ! i ohiccs evitare inalazione dei vapori e seguen‘re domanda) Ma

{Profarmaco ingttivo) assorbimento percutaneo, causa
paraoxan di avvelenamenti mortali

J o l +atomo di S al posto dell’O qumdl I'uomo non viene per
‘ legato al P: come tali non niente intossicato?
B0 S Enzims kv sarebbero in grado di legarsi "
\pi’ NATTIVO l all’enzima, ma grazie (Pr‘Of) No, ma quando ce
El0° oM 1 s all’ossidazione microsomiale gli ' . . .
(Escreto) | oxoderivati sono molto potenti un'inalazione di vapori o

assorbimento  percutaneo
Antidoti agli insetticidi organofosforici

0 0 possono esserci in minima
I l S
MgOH + PO—P—OR —»  O=7—OR oK parte delle ossidazioni a
HaN
OR OR

— , —_—— _— livello microsomiali per cui
+tossicita e uso generalizzato come insetticidi = ricerca di antidoti nei casi di

avvelenamento si ha una tossicita par‘ziale.
sricerca di un nucleofilo sufficientemente potente da idrolizzare gli esteri fosforici . . . .
senza essere un problema per la salute = funzione idrossilamminica, sufficientemente Dato il mSCh'O/ sono stati

potente come nucleofilo da aumentare la velocita di idrolisi degli esteri fosforici, ma
solo a concentrazioni tossiche per ['uoma

sintetizzati dei possibili
antidoti.
Nell'ultima slide vediamo il processo di invecchiamento dell'estere in cui vediamo che, una volta

fosforilato, c'e il distacco dell'atomo di fluoro che lo rende assolutamente stabile e non piu soggetto
all'attacco di un nucleofilo di media potenza come quelli che potremmo ftrovare nel nostro organismo.

Per fare degli antidoti & necessario avere nucleofili potenti, la progettazione di questi antidoti utili nei
rischi di avvelenamento ha riguardato la ricerca di un nucleofilo estremamente potente in grado di
andare ad attaccare l'atomo di fosforo staccandone la porzione.

Un nucleofilo sufficientemente potente & rappresentato dall'idrossilamina. Se non che non pué essere
utilizzata tal quale, pervhe sarebbe necessario utilizzarne una concentrazione tale che sarebbe tossica
per l'uomo. Allora l'idrossilamina & stata inserita su una molecola che fosse utile tanto perché venisse
facilmente assunta, si distribuisse nell'organismo sia perché potesse fare da supporto e direzionasse il
nucleofilo sul sito attivo.
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Pralidossima
In particolare vediamo la pralidossima, si
. L - i
¢ oftenuta facendo reagire il gruppo ~ [”l Lol g

o e . . . . , _;?‘ CH:N\D,H rIV CH=N ".EWOR
aldeidico in posizione 2 e anziché » 5 o 0 w oA
v S . . @ TCH=N b St
I'idrossilamina si & ottenuta un'ossima. L on oo GoT o

N ™ | SER SER

Nell'ossima questo gruppo ossidrilo & un pralidossima (Bloecty Loy
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nucleofilo estremamente potente.

nucleofilo

L'utilita & che nasce dal fatto che I'anello

piridinico & un ciclo compatibile

biologicamente con l'uomo perché lo

fosforilata

troviamo in una serie di strutture
presenti e attivi nel nostro organismo,
per esempio nella struttura del NAD e

del NADP. Quindi questa moelcola che fa

sreazione di un’idrossilammina con un aldeide o un chetone = ossima con atomo di O

ssupporto per questa funzione = anello piridinico presente in molte strutture
biologicamente attive come il NAD ed il NADP (con basso grado di tossicita)

*N della piridina quaternario (per reazione con ioduro di metile) presenta carica @
che dovrebbe aumentare ’affinita del composto per il sito anionico dell’AChE

*isomero pill efficace &€ quello ottenuto dalla 2-piridinaldeide (2-PAM) o pralidossima,
unico antidoto con provata efficacia contro gli avvelenamenti da esteri fosforici
smeccanismo di azione: 1) interazione tra I’'N ammonico quaternario ed il sito di
legame anionico dell’AChE; 2)0 nucleofilo dell’ossima si trova in stretta vicinanza
dell’atomo di P elettrofilo; 3) attacco nucleofilo dell’0 porta all’idrolisi del legame
estereo tra 'O della Serina e ['atomo di P; 4) alla fine risulta fosforilato il PAM

sdeve essere somministrata a poche ore dall’avvelenamento —> prevenire il processo
di invecchiamento dell’enzima fosforilato

da supporto chimico non ha una tossicita

per l'uomo. Quindi questo derivato piridinico in cui I'azoto & quaternario, derivatizzando questa

struttura, partendo da un sale di piridinio, in particolare la 2-piridinaldeide, si & ottenuta un'ossima che

una carica positiva, un azoto quaternario, che gli permette di direzionarsi sul sito catalitico andando a

interagire con il residuo di aspartato (presente nel sito catalitico) e I'ossigeno attacca il fosforo, cosi si

stacca dalla serina dell'acetilcolinesterasi.

Questo antidoto & ancora oggi molto utilizzato nei casi di prevenzione nei soldati che devono

intervenire in delle aree dove c'e rischio di presenza di gas nhervini. E usata per il trattamento

preventivo e quindi abbiamo come risultatao del meccanismo d'azione il distacco dell'estere fosforico. Il

problema é che & necessario intervenire velocemente.

RICERCA DI ANTAGONISTI MUSCARINICI

Abbiamo concluso la parte relativa come target nel sistema di neurotrasmissione dell'acetilcolina, come

target possibii per avere un'azione colinomimetica abbiamo vista la sintesi di agonisti al recettore

muscarinico e la sintesi di inibitori dell'acetilcolinesterasi.

Antagonisti muscarinici

*composti che si legano con alta affinita ai recettori muscarinici, ma privi di
attivita intrinseca

scomunemente chiamati anche anticolinergici, antimuscarinici, bloccanti
colinergici, antispasmodici o parasimpaticolitici

«Effetti:

v diminuita contrattilita della muscolatura liscia del tratto gastrointestinale
ed urinario

v dilatazione delle pupille o azione midriatica e paralisi della struttura
cigliale che controlla I"accomodazione visiva

v'ridotta secrezione gastrica e salivare
«Applicazioni:
¥'spasmi della muscolatura liscia (coliche, ecc.) spasmolitici
v'esami oftalmici midriatici e cicloplegici
v'trattamento delle ulcere gastriche antiulcera e preparazione di prodotti

contro il raffreddore per ridurre le secrezioni nasali e quelle delle vie
respiratorie

v prodotti contro il mal d’auto, mal di mare, ecc.

«Precauzioni: usati con molta cautela in ambito oftalmico —> dilatazione pupilla,
riduzione del drenaggio dell’iride attraverso il Canale di Schlemm, aumento della
pressione intraoculare (antimuscarini controindicati in caso di glaucoma)

*Nel SNC antagonisti muscarinici trovano impiego nel Morbo di Parkinson
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A che
sintetizzate delle sostanze che

scopo vengono

vadano a bloccare, invece, il
recettore muscarinico, parliamo
quindi di antagonisti muscarinici.
Saranno molecole che hanno
sempre affinita per il recettore
ma lo occupano senza indurre

I'adattamento  indotto e il

responso biologico, non hanno

attivitd intrinseca.

Se noi conosciamo gli effetti
mediati
capiremo quale possa essere il
del

dall'acetilcoling,

risultato di un blocco

recettore muscarinico.
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T recettori sono localizzati a livello della muscolatura viscerale, quindi intendendo la muscolatura del
tratto gastroenterico e delle vie urinarie, sono localizzati a livello delle pupille, dove uno stimolo del
colinergico & utile nel glaucoma per indurre un effetto miotico, di restringimento della pupilla e
soprattutto un deflusso dell'umor acqueo che si accumula ed esercita una pressione dannosa nell'occhio
nella camera, nel canale dove si accumula I'umor acqueo.

Poi ci sono anche a livello delle ghiandole come quelle gastriche o salivari.

Quali saranno gli effetti per cui si possono impiegare gli antagonisti muscarinici? Esattamente per
avere gli effetti contrari, cioé quando si vuole diminuire la contrattilita della muscolatura liscia
gastrointestinale e urinaria, quando si vuole avre una dilatazione delle pupille (azione midriatica non
miotica), quando si vuole avere la paralisi della struttura ciliare utile per I'accomodazione visiva. In certi
casi e utile quando e necessario fare qualche esame, alcune indagini a livello oculare, quando si vuole
mantenere il pit possibile bloccato I'apparato ciliare e dilatate le pupille.

Oppure quando si vuole avere una ridotta secrezione gastrica e salivare. Quindi saranno spasmolitici,
agenti _midriatici o cicloplegici (che servono in esami oftalmici), farmaci antiulcera (blocco della

secrezione). La stragrande maggioranza dei farmaci utilizzati come antiulcera appartengono in realta
ad altre classi.

Cio nonostante esiste un principio attivo impiegato (oggi di meno) efficacemente per trattare I'ulcera
che & un antagonista muscarinico, oppure anche prodotti che contrastano la cientosi, mal d'auto, mal di
mare..

Quali sono le precauzioni? Dato che la dilatazione della pupilla riduce il drenaggio attraverso il canale
dello Schlemm, che permette il deflusso dell'umor acqueo, bisogna fare attenzione (impiego solo in casi
di esami oftalmici) per il rischio dell'aumento della pressione infraoculare.

A livello centrale gli antagonisti muscarinici li ritroveremo quando parleremo del morbo di Parkinson.

Ci dovremmo ricordare qual ¢ il meccanismo d'azione di una parte dei farmaci utilizzati.

Atropina

Se parliamo di farmaci che hanno un impiego datato ci facciamo a sostanza di origine vegetale.
Sicuramente il primo antagonista muscarinico che & stato descritto e riconosciuto, dalla cui struttura

sono partite le successive Atropina e Scopolamina .
Me e
modificazioni che hanno portato negli ~alcalord: della G \
. ' ' . . . famiglia delle
anni 70 G” GTTF‘IbUZIOne di una Solafacee che ! CHZOH _ Racemizza facilmente " CHyOH
i . C L. de | ~
quantitd enorme di  antagonisti Belladonna o Atropa D\ﬁ"?”\@ W °\ﬁf9"©
e . N ' . belladonna, lo o o
muscarinici e I'atropina. Ha Hyosciamus niger o atropina scopolamina
e . . . i i la = ido tropico + scopina
caratteristiche  basiche, vediamo gusquiamo nero pKa=9.8 estere actdo trop P
’ Datura stramonium . . .
. ) o stramonio estere acido tropico + m?plna
subito la presenza del centro basico, IR .5S)-8 methyl.8-azabicyclo[3.2.1]octan-3-y1]
-hydroxy-2-phenylpropancate
I'azoto protonabile, la pianta & I'atropa (5)-(-)-iosciaminal PESEt iR | (5)-(-)-ioscina o [in natura come singolo enantiomero
. ? natura scopolamina (-)-iosciamina, poi trasformata in
be”adonna Che Gpp(ll"TIene G”Cl racemizzazione raclemo dturante il processo di
ST nel corso di 1solamento
famiglia delle solanacee. et scopolgminado_{_,L_iosdna, .df°"°
Accanto all'atropina ricordiamo la dotti di sstrazione ed Tsolamento <1 forma
(£)-atropina | PrOEOTI Al | (1) atroscina | anche in questo caso il racemo
scopolamina che si distingue per la ootrerione dell atroscina

.. ® atropina & stata modello per oltre 70 anni nella progettazione di antagonisti
presenza del POV\TC CPOSSIdICO e che muscarinici, oggi usata come coadiuvante nelle anestesie, midriatico,

bia il dell'alcol 0 d broncodilatatore

cambia 1l nome dellalcol. sservando ® sintetizzati in passato un gran numero di nuovi farmaci anticolinergici di sintesi

la struttura vediamo la presenza di un * nuovo obiettivo e scoprire antagonisti specifici per i vari sottotipi muscarinici
estere, il nome tradizionale e acido tropico, l'alcol a cui e esterificato ¢ la tropina, mentre nel secondo

caso abbiamo la scopina che ¢ l'alcol che presenta il ponte epossidico.
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In natura esistono le sostanze come singoli enantiomeri, il processo estrattivo porta alla
racemizzazione per cui abbiamo entrambi gli enantiomeri. Allora anche se la forma attiva & quella
evidenziata attraverso la nomenclatura ITUPAC (1R ,55).

Che cosa vogliamo vedere di questa struttura? Intanto vediamo subito una porzione esterea (puo
richiamarci una parte della struttura dell'acetilcolina), un centro basico (pka molto alta, quindi a pH
fisiologico la molecola & quasi completamente protonata).

Se andiamo a paragonare la struttura della molecola con quella dell'acetilcolina, vediamo che nonostante

Ricerca della struttura dell’ ACh nella molecola dell’atropina la molecola sia molto piu complessa

«distanza tra N e O & superiore a due atomi, ma per e nonostante non si r"Pr'OdUCQ
conformazione assunta dall’anello del tropanolo i ” f l d ' 5 d .
due atomi soneo erientati in medo che la loro quella amosa regola de I cul

distanza sia simile a quella dell’acetilcolina

«differenza strutturale importante sta nella
dimensione della porzione acilica

avevamo parlato come distanza
importantissima da mantenere tra

| dimensioni e ingombro dei sostituenti sono un

fattore molto importante per determinare 'attivita I'azoto e il carbonio terminale
antagonista

perché ci sia attivita agonista,

Derivati semisintetici vediamo che parte della molecola
CH; nitrato ) ; metonitrato L. . . .
CH(CH,), bromuro ]'de” atropina ipratropio sia inglobata nel ciclo costringe gl

® ;
Hic—N_ C4Hg  bromuro (della scopolamina) buscopan atomi C(d OCCUPGF‘C una certa
H disposizione spaziale e le distanze
CHZOH
- N quaternario tra I'azoto quaternario della colina
~c ~riduzione effetti collaterali sul . . .-
I SNC e il carbonio carbonilico
saumento affinita con il recettore dCH'GCQTOTO non sono pOI COS?

diverse tra l'azoto del biciclo e il
carbonio carbonilico dell'estere tropico.
Dal punto di vista della distanza tra questi due elementi strutturali, la molecola dell'antagonista non &
poi cosi diversa dalla molecola dell'agonista, quindi pué accomodarsi nella tasca del recettore
muscarinico.
Per avere un'attivita intrinseca la molecola poteva essere modificata pochissimo perché ci sono delle
tasche in cui si devono andare ad accomodare i sostituenti poco ingombranti, qui il discorso e
ovviamento diverso. Per essere un antagonista deve entrare nel sito attivo, occuparlo, ma non deve dare
nessun responso biologico.
Sono sufficienti quelle interazioni come quella ionica del centro carico con il sito anionico, l'interazione
del gruppo estereo con gli stessi aminoacidi con cui si legava il gruppo estereo dell'acetato; perd poi ci
saranno la struttura molto pit complessa, questo & un discorso tipico degli antagonisti, per esempio qua
c'e un anello aromatico, vanno ad attaccarsi su altri punti del recettore, in punti detti siti accessoriali
di binding che sono fondamentali, perché legandosi a questi siti accessoriali la molecola ha una grande
affinita perché aumenta i punti di attacco. Ricordiamoci che l'energia del legame che & quella che
determina l'affinita della molecola dipende da quanti punti di attacco ci sono, quindi si sommano proprio
tutte le interazioni anche se deboli.
Quindi noi non potremmo aspettarci da una molecola come questa un‘azione agonista, ma sicuramente
antagonista.
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Modificazioni della molecola: derivati semisintetici

Prima vedremo delle modificazioni molto limitate, poi vedremo che la struttura e stata dissezionata e
ha portato a molte molecole che hanno a primo impatto ricordano poco la molecola di partenza.
Parliamo di derivati semisintetici ovvero derivati che si sono ottenuti a partire dalla molecola naturale

vegetale. Sono molecole in cui & stato modificato I'azoto basico dell'atropina rendendolo anziche un
centro basico un'azoto quaternario. Per esempio & stato metilato ottenendo la metilatropina. Qui
abbiamo riportato il controione. Normalmente ogni volta che abbiamo il centro quaternario o il centro
basico viene riportato il sale. Per esempio la metilatropina si trova principalmente come nitrato, viene
fatto un derivato isopropilico oppure un derivato butilico (come bromuro partendo perd dalla
scopolamina non dall'atropina).

Il buscopan alla fine & il principio attivo di pil largo impiego tra i derivato semisintetici della
scopolamina.

Quale sard la conseguenza dell'azoto quaternario? Non ci aspetteremo una grande concentrazione a
livello plasmatico, sicuramente abbiamo il blocce degli effetti a livello centrale e non si garantisce un
buon assorbimento. Infatti il buscopan viene utilizzato come spasmolitico della muscolatura liscia
intestinale, quindi la somministrazione per os non viene fatta per avere una distribuzione efficace del
farmaco, ma per avere un'azione a livello della muscolatura liscia intestinale, alla barriera
dell'enterocita per arrivare subito al muscolo liscio intestinale.

Anzi si vuole esser certi che I'azione sia localizzata |i e che non sia sistemica.

Inoltre l'azoto quaternario pud servire per aumentare l'affinita con il recettore, per garantire
I'immediato orientamento di tutte le molecole verso il sito anionico del recettore muscarinico.

Quindi molecole di questo tipo se sono utilizzate, normalmente la via di somministrazione deve seguire il
sito di azione in cui vogliamo avere un'azione topica.

Quindi quando abbiamo visto le vie di somministrazione quelle topiche sono: cutaneo, ma anche vie di
azione non sistemica per os (basta che sia un farmaco con le caratteristiche giuste per non essere
assorbito), la via inalatoria...

Progettazione di antimuscarinici di sintesi

Queste erano le modificazioni piti semplici, in realta, la stessa possibilita della molecola dei derivati di
accomodarsi sul recettore muscarinico si & ritrovata anche andando a fare delle modifiche sui due

criteri fondamentali: il primo & quello della semplificazione della struttura (come primo approccio) e il
secondo & quello di rendere la struttura piu complessa perché si vogliono ricercare, riprodurre sullo
scheletro ottenuto delle altre porzioni che permettano il legamo con i famosi siti accessoriali di

binding‘ Progettazione di antimuscarinici di sintesi
. . . .. +sistema ciclico complesso dell’atropina non necessario per I'attivita antagonista
Da una parte si sono aperti gli anelli, il +2 criteri:
biCiC'O Che pr‘esenfa I'Gfropina Che é un nella molecola dell’acetilcolina
target dal punto di vista sintetico Mooy
assolutamente sfavorito, si & pero aperto Mo, ¢ "§ .
cpre . OH R. R"
per andare a verificare se si poteva Q ,(‘L)\ oH 4 \|C_Y_WM; 7
ey U AN N Nev
f e el . ; tn, _
mantenere l'affinita per il recettore N £ ruttura generaie
anche senza conservare questa struttura. ho g Eal
f . .. . R :RR
L'anello a cinque termini viene aperto e
ReR’
otteniamo un der"VGTO plpel"ldlnlco, +massima potenza antagonista con gruppi voluminesi e lipofili, carbociclici ed
eterociclici (diversi tra di loro, ma nei prodotti pill potenti sono identici tra loro),
apr\iamo |'ane”o a se| Ter‘m”'" e oTTeniamo generalmente uno dei due aromatico, ['altro saturo o con un solo doppic legame
scombinati tra loro a formare un sistema aromatico triciclico (propantelina)
un der‘iva"'o pir‘r‘o“diniCO. +eccessivo ingombro sterico negativo per legame al recettore muscarinico

(sostituzione con cicli naftalenici da composti inattivi)
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Qualunque sia il target, l'intermedio a cui siamo arrivati, apriamo anche il secondo ciclo e otteniamo una
struttura decisamente piu lineare. Dal punto di vista progettuale o passa prima per I'apertura dell'anello
a 5 o dall'anello a 6, si fa vedere a grandi linee i legami che sono stati rotti per avere la semplificazione.
Il risultato & uno solo, siamo partiti dall'alcol non dall'estere, non & quella la struttura generale degli
antimuscarinici che hanno bisogno del legame alla porzione estere per essere antimuscarinici.

Questo & l'approccio che e stato fatto sullamminoalcol atropina.

Shiftiamoci a una molecola che consideri qualcosa che conservi la porzione esterea, arriviamo a quetsa

Progettazione di antimuscarinici di sintesi gr‘ande struttura 9ener.a|e che

R" ™~

~ R\I—v—rc-i. AN include tutte le possibili
N—e o /

i trasformazioni. In questa struttura
struttura generale

generale troviamo la porzione azotata

@/O/U che potra essere pii o meno

complessa, inclusa in un ciclo, un‘amina

@D

secondaria, terziaria; un ponte

+ H, OH, idrossimetile, carbossamide o un componente di uno dei sistemi ciclici R

s indicato in maniera generico come un

scon OH o CH,0H antagonista pill potente rispetto non sostituzione —> punto in ponfe meﬁlenico I"ipeTUTO n VOH'C; C'é
piu di attacco al recettore attraverso un legame ad H.

un carbonio che, per comprendere

anticolinergici pill potenti - (estere) non & una necessita assoluta per tutte le modificazioni fatte non &
I’attivita anti-muscarinica etereo (attivita antiistaminica) !

®

lega al recettore nella forma

nemmeno un carbonio carbonilico.

(non prerogativa assoluta), che si Nella struttura dell'antagonista c'e
+sostituenti alchilici normalmente , etili, ° o una liberta di  trasformazione

maggiore rispetto alla progettazione
dell'agonista, perché non solo la funzione esterea da dei legami a ponte di idrogeno (come accettore di
idrogeno) dando delle interazioni con il sito attivo, (anche altri gruppi funzionali come ossigeno, gruppo
alcolico... possono funzionare per dare interazioni a ponte di idrogeno).
Quando si progetta un antagonista, entro certi limiti, la struttura puo essere variata piti ampiamente.
Abbiamo un carbonio che non & rappresentato da un carbonio carbonilico di un estere, ma I'abbiamo
rappresentato come legato a degli eteroatomi X e ¥ (mentre X & sempre un eteroatomo, Y non & detto
che lo sia), a sua volta legato a dei sostituenti R.
L'arco tra R ed R’ ci indica che questi due sostituenti possono essere uniti a formare un triciclo,
elemento molto ingombrante; come I'azoto ¢ indicato come possa essere endociclico.
Quali sono le possibilita per avere un'azione antagonista? C'¢ necessitd che siano ingombranti,
voluminosi, lipofili (per avere antagonisti attivi per esempio sul SNC, utili nel Parkinson).
Quindi come R e R' possiamo avere dei gruppi carbociclici o eterociclici, possono essere tutti e due
aromatici, uno solo aromatico, uno puc essere saturo o avere una sola insaturazione, possono essere
combinati tra loro per dare un triciclo. Con certe sostituzioni puo non trovare una collocazione ideale.
Abbiamo X che possiamo ricordare come il carbonio carbonilico, in realtd consideriamo che pué non
esserci, non ¢ indispensabile, puo essere un ossidrile, pué anche essere un idrossimetile, pué essere una
carbossamide, oppure una carbossamide inclusa in un ciclo.
La modifica puo portare a degli antagonisti pit efficaci, perché potrebbero andarsi a legare ad aa
diversi rispetti all'acetilcolina.
Y ¢ invece I'atomo inserito, quello che poteva essere l'ossigeno estereo, in molti anticolinergici rimane
I'osigeno estereo. Ma pud anche essere un'ossigeno etereo; molecole cosi possono anche in certi casi,
spostandoci per altri tipi di attivita, adattarsi ad altri recettori. (vedremo poi alcuni esempi)
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Abbiamo il ponte preso n volte, poi abbiamo la
N R ¥ R" 1\
parte azotata che puo essere o un sale \/ >l_v_fwn,.< )
“~ R R
ammonico quaternario o unamina terziaria e i struttura generale
sostituenti alchilici possono essere metili, etili, )
sostituto con i cicli non critica: lunghezza del ponte
|Sopr‘°p||| alchilico (agenti anticolinergici pil potenti due
unita metileniche)
Allora nel caso de”'GnTGgoniSTG non e pll:| cosi +gruppi voluminosi R e R’ => legame al di fuori del sito di legame
L. , . . dell’acetilcolina, con area di natura idrofobica —> antagonisti colinergici pit
CI"ITICG, nell GTI"OPIHG era beGSTanZG I"Ido"l"l'a,' potenti R e R’ idrofobici (fenile, cicloesile e ciclopentile)
. N N . «proprieta farmacocinetiche di assorbimento e distribuzione molto migliori con
qLIeSTO pOnTe, n I"eGH'C(, pLIO anche essere dl N amminico protonato piuttosto che N quaternario
L. . +N terziario: somministrazione per os o per via parenterale, buon
due, tre o qUGTTr'O atomi di carbonio. assorbimento e distribuizione con tutte vie di somministrazione —> azione
sistemica

I risultati di alcuni modifiche: se abbiamo i +supera BEE —> azione a livello centrale (ad es. nel trattamento del morbo

. . . . .. di Parkinson e di altre patologie che richiedone un effetto anticolinergico
sostituenti, per esempio, due ciclo aromatici o centrale)

+N quaternario: assorbimento non buono nel tratto gastrointestinale =

azione a livello del tratto G.l.: riduzione delle secrezioni gastriche
(trattamento di ulcere, ecc.) o riduzione motilita gastrointestinale

eteroaromatici, hanno una natura altamente
idrofobica aumentermeo la lipofilia di queste
molecole e potra cambiare il profilo farmacocinetico, potrebebro avere maggiore azione centrale per
esempio.

La differenza tra un'azoto terziario e quaternario: l'azoto terziario permette di avere un'‘azione
sistemica, l'azoto quaternario previene lassorbimento sistemico e quindi avremo un'azione
maggiormente a livello del tratto gastrointestinale.

Per fare un esempio a livello del tratto gastrointestinale abbiamo l'azione antispastica o la riduzione
della motilita intestinale oppure una riduzione delle secrezioni gastriche.

Siti di legame sulla superficie recettoriale Questa slide ha a che fare con una

molecola, un antagonista muscarinico,

O O g van tra quelli che hanno la struttura pit

o complessa. E utile I'immagine della

Dmm&w propantelina perché mostra come
dell’acetilcolina

rispetto a quello che ¢ il sito attivo del

SUPERFICIE DEL RECETTORE

o recettore muscarinico a cui si lega
O O O I'antagonista, si vede bene come questa
Me Me

O e - porzione voluminosa R e R' che qui &
o 0-CH,CH,~N—CH \ ) o
ﬁ/ e Me ?f ----- Hn—t Asn unita a formare un ftriciclo vada a
O o a® CH, .
5 legarsi su delle aree che non sono
o el ) .
| dell | GG --nm bR, quelle dell'antagonista ma sono le aree
egame della A
propantelina al suo accessoriali di binding che sono delle

regioni in cui la molecola forma delle

interazioni di Van Der Waals.
L'area in cui si lega I'antagonista & un'estensione della struttura, va considerata la presenza e la
copartecipazione di queste aree accessoriali.
Nella propantelina, che non vedremo come sua utilita d'impiego, € uno strumento in questo caso, vediamo
lo schema generale; abbiamo I'estere, X & l'ossigeno, Y l'ossigeno, anziché avere il metile nell'acetilcolina
o il carbammato che avevamo nel carbacolo, nel betanecolo, abbiamo una porzione molto grande, poi
abbiamo il ponte a due atomi di carbonio e poi I'azoto quaternario (isopropile, isopropile, metile).
Questo & lo schema di legame della propantelina al suo recettore.
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QUi POSSiGmO avere TUTTO una Acidi pid utilizzati come esterificanti negli anticolinergici
serie di possibili porzioni R. L i . s
e CH-COCH T \C,/-‘H S\ OH

Abbiamo il  nome dello O ) eooH [y oo
SCheIeTr‘O base a Seconda Che Difsnilacstico Benzilico Fenil-{2-tienil)-glicelice
ci sia nei triciclici uno xantene o Y o~ N
. C e . ¢ coon (} {ooon LA _n 1L on =
piuttosto che altri tricicli base. o & A % oo ‘

[ & 2 H

N 4 N ¥ S

Possiamo avere un difenile, anzi -
. . . . E-Fluurle.n- Q-X:nt?p- Feni '. i F I\icalh:a /
un acido difenilacetico. pricaeller cebeiiy ook . Y——(OHa—H
\ R!ll

Oppure possiamo avere una

. . . .- E struttura generale

porzione di acido benzilico, 4 g\ ‘) g
i = HaCOOCH;CHaNMe» ﬁ “CHCOOCHZCH NMe, 2
oppure ancora un anello i Y
. poco aftivo B melto attivo
aromatico e un anello o
. i P r I o

eteroaromatico; oppure Orgam—on SO e

. [ T 2~ y
possiamo anche avere anello g L y

inatiive attivo

aromatico e un anello non
aromatico, un cicloalchile.
Quindi l'acido da cui partire puo essere diverso. Questi esempi ci mostrano come, a parita di elementi
strutturali sia molto importante, per avere l'affinita con il recettore muscarinico, la disposizione di
queste due porzioni aromatiche. Poi abbiamo la stesso molecola nella stessa porzione che accomoda i
due anelli fenilici in una posizione diversa, quindi questi che non sono legati entrambi alla catena non si
accomoderanno bene. Quindi uno sard un antagonista poco attivo, il secondo sara un agonista molto
attivo.

Sotto invece vedamo come sia importante avere dei sostituenti ciclici aromatici oppure no, nel primo
caso abbiamo che X & un ossidrile e Y non c'¢ (abbiamo subito il ponte etilenico) e abbiamo un
sostituente normale alchilico e non attivo che non da interazioni sufficienti con le aree accessoriali di
binding per avere una sufficiente attivita, nel secondo caso abbiamo, a parita di atomi di carbonio un
sostituente ciclico.

La famiglia del recettore muscarinico & eterogenea, ha diversi sottotipi, l'obiettivo oggi & di avere delel

molecole che vadano
Sottotipi muscarinici: localizzazione e importanza come target indifferentementesu tutti i
terapeutici
sottotipi recettoriali, ma se
questi sottotipi sono coinvolti in
Nome M, ; M, M, Ms . L. L. . .
Tipo nenvoso cardiaco ghiandolare ? 2 effe-'--h f(s|0l09|c| dlvers|
Localizzazione  SNC (corteccia atri, tessuto di ghiandole esocrine SNC SNC
inpocampo), gangl, || conduzione, SN, musooli il L vorremmo andare a bloccar uno
cel!ulg parietali (presinaptico) endotelio utero . . . .
e gastiche di  questi effefti, magari
Agonisti ACh, CCh, ACh, CCh ACh, CCh ACh, ? ACh, 7
McNA433 : : :
Antagonista pirenzepina tripitramina 4-DAMP MT3 (s local‘zzafo a |IV€”0 dl un organo
selettivo AFDX384 . . .
Meccanismo 11P;,DAG | cAMP 1 IP;, DAG | cAMP 1 1P, DAG QUZ”I che si conoscono m€9|'° e
di trasduzione 1 Ca® intracell t correnti K* t Ca* intracell 1 canale K* 1 Ca* intracell N
1 cAMP § correnti Ca™ 1 CAMP | canale Ca* 1 cAMP che sono i piu utilizzati sono i
Proteine G GyGyi GJ/G, Gy/Gi G/G, Go/Gyy
CCh = carbacolo; DAG = diacilglicerolo; IP; = inositoltrifosfato; 1 = aumenta; | = diminuisce receffor" Ml e MZ’ Che Sono
MT3 = tossina del serpente mamba verde; 4-DAMP = 4-difenilacetossi-N-metilpiperidina metilioduro . . . .
accoppiati a proteine G diverse

che quindi mediavano all'interno
della cellula edgli effetti diversi; uno di stimolo e l'altro di inibizione. Quindi sicuramente anche il
meccanismo di trasduzione & importante,cosi come & importante dove sono prevalentemente localizzati
questi recettori.
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(Questa slide non & stata hemmeno citata .. . . .
SOftOflP] muscarinici: localizzazione e Importanza come target
dal prof, la inserisco per completezzoimm——)crapeutici

Il recettore M1 & principalmente

Principali effetti funzionali mediati dall’attivazione dei recettori muscarinici in alcuni
tessuti periferici

localizzato a livello del sistema nervoso

Tessuto Risposta Recettore
. . . . ¢
(SNC- COI"TGCCIG, lPPOCClmPO, gangl lare N::::enoatna\e Diminuzione frequenza cardiaca M2
I3 . . .. Miccardio atriale Diminuzione forza di contrazione e
anche se c'e anche il nicotinico), ma non . durata del poteniale d'szione m
SOIO‘ E impor"fanfe r‘icor‘dar‘si Che Ci sOno atrioventricolare Diminuzione velocita di conduzione M2
. . . Musc.o!atura liscia
anche a livello delle cellule parietali e
. . Vescica - Contrazione M3
gasTr'lche, mentre il recettore M2 Utero Contrazione M2?, M4?
Vasi sanguigni Rilassamento M3
Contrazione M17, M3

soprattutto a livello cardiaco (come

Ghiandole esocrine

TGr‘geT po.renz'ale d| fCll"mClCO), é un Lacrimali, Salivari, Nasofaringee,

Bronchiali, Gastrointestinali,
Pancreatiche Secrezione M3

recettore presinaptico nel SNC con BEEEE R atenl eeo cinestico]) =

effetti inibitori.

Su alcuni recettori M4 e M5 la localizzazione e quindi anche I'impiego terapeutico non & cosi chiaro.

Di fatto come target terapeutico quello che é stato maggiormente sfruttato & stato M1, dal punto di
vista di un antagonista selettivo.

Antagonisti muscarinici M,-selettivi Pirenzepina

T20" rsomera otica L'esempio pil importante per dare
N O__ una SAR specifica e selettiva per il
Pirenzepina | @\N ~° recettore M1 & quella di questo
(costrozepind) oFN farmaco. La pirenzepina & il principio
(Nj " attivo del gastrozepin, oggi soho
s L, altre le classi di farmaci che si usano

EHa P Telenzepina Dicloridrato come i farmaci antiulcera.

s 0 P'renzep'"al . <antagonista muscarinico Andiamo a vedere qual e la sua
apH fsi:izaT;agilcac,BEEi‘(:T:l;;:il:e:"ijcr:;“a protonata ::'::':;t;"ﬂse‘mm“ struttura e se risponde abbastanza
e e | [aissine” | Gl schema generale.
el sereine selds s concnrsion| |t pirencepiv I farmaco ha una porzione che

cardiaca

strattamento ulcera peptica e gastroduodeniti Cor‘r‘isponde alle porzioni R ed R’ che
*somministrata per os, i.m., e.v. sono un anello piridino e benzenico
che sono inglobati nel triciclo, in cui
abbiamo da fare da ponti ai due anelli aromatico ed eteroaromatico una sottostruttura amidica.
Si parla quindi di un'‘amide endociclica (elemento importante per l'interazione), poi la giunzione delle due
porzioni, aromatica ed eteroaromatica, con la catena spaziatrice & data da un altro eteroatomo che & un
azoto, legato ad un carbonio carbonilico. Quindi abbiamo di nuovo una sottostruttura amidica che pero
sard esociclica. Quindi, essendo azoti amidici, non hanno proprieta basiche, entrano in gioco
nell'interazione, ma non & questa la porzione protonabile.
Abbiamo un carbonio carbonilico, un ponte metilenico, anello piperazinico, dei due atomi di azoto quello
che ha proprieta basiche maggiori e quello terminale della catena che ha una pka= 8.2.
Questa struttura in cui abbiamo immaginatevi questa funzione come elemento di congiunzione amidico
che da anche I'angolo di legame con cui sono orientati i due anelli aromatici, la molecola non & planare,
non & di 180° ma di 120°. Quindi per avere questo tipo di orientamento & importante questo ponte
amidico, anzi fondamentale.
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In realtd a fare da spaziatore tra il carbonio carbonilico e I'azoto protonato a pH fisiolgico ¢’ & quest
porzione di molecola che é rappresentata da questo ciclo.

Anche questo ciclo contribuisce all'orientamento dell'azoto terminale, quindi la molecola & certamente
con una pka di 82, in gran parte proftonata; ma nel complesso la molecola risulta fortemente
idrofila.bisogna conoscere le proprieta chimico-fisiche della molecola che ha un logP negativo, quindi
destinata ad avere azione periferica.

Assunta per os hon avremo delle condizioni facili per il superamento delle membrane, ancor pit impedito
sard il supermaento della BEE.

Gli elementi importanti
SAR antagonisti muscarinici M,-selettivi

sono il fatto che gli
elementi della molecola R ammide lipofilia globale della molecola
lipofilia non endociclica influenza [’affinita per il
hanno una certa se]lre‘zlt']'lsi?gaM recettore M e la farmacocinetica
1 3
. . . / ‘\ .,<
orientazione determinata 0 (9 \70 +0-d -N/c:r g)
triciclonon =~ — " \ Y} g
per esempio dall'amide influenza selettivita b | 35N C}~
endociclica ; spaziatore L R
it g e \
' . ' t = s o,
l'orientamento dell'azoto sstemisemilEds 4 AW ,
favorevole oy ¢ ammide
terminale & determinato peacicien
dal ciclo, pit stretfta. ; : ;' azoto
. .~ P r lnterl;:%hc:’:e. di protonabile
L'insieme delle elettrostatica
caratteristiche, oltre il principale elementi strutturali pirenzepina per
. selettivita M;:
fatto che ci porta ad -ammide endociclica

«corretto posizionamento N protonabile

avere unazione «ammide esociclica

periferica, ¢é importante

per avere la selettivitd
M1
Andando a fare delle prove di binding selettivo sugli altri recettori clonati per esempio, si vede che i

buona parte e piu affine per I'M1 rispetto agli altri. 6 volte piu selettivi I'M1 rispetto I'M4, 17 rispetto
I'M3 e 50 rispetto I'M2 (si fa il rapporto tra le costanti).

Quindi siccome sappiamo che gli M1 sarebbero localizzati anche a livello centrale, ma questa non supera
la BEE, allora gli M1 sono fortemente localizzati a livello delle ghiandole della secrezione acida dello
stomaco.

Ecco perché bloccare la trasmissione colinergica a livello degli M1 vuol dire trattare I'ulcera peptica o
gastroduodenale. Infatti questo € un farmaco che veniva assunto per os, per via intramuscolo o per via
endovenosa, per dare un'idea questo & un altro antagonista che ha una buona attivitda secretiva a livello
gastrico, pit potende della pirenzepina.

Il limitato sviluppo di questa classe & dato dal fatto che la classe degli inibitori di pompa in realta
detengono il 100% del mercato, I'efficacia di quelle molecole & superiore. Ma per avere un altro
antagonista M1 selettivo, le modifiche che sono state fatte sono limitate: mettere un benzene al posto
della piridina e un tiofene al posto del benzene, due sostituzioni isosteree ma la struttura & sempre
quella.

Tanto che, come vediamo hella slide, fa vedere come I'amide endociclica influenzi i due cicli, poi c'¢ lo
spaziatore e poi c'e il ciclo che genera un sistema semirigido che condiziona I'orientamento dell'azoto
protonabile. L'orientamento dell'azoto protonabile & fondamentale.
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La pirenzepina, come vediamo dall'ultima immagine, agisce anche in una zona gangliare, gli M1 non sono

solo a livello gangliare ma anche a livello delle mass-cellule che sono quelle che secernono istamina per

stimolare la secrezione acida gastrica.
Otenzepad

Antagonisti muscarinici M,-selettivi

H confronto tra orientazione spaziale N
N Nb %ella catena laterale in antagonisti 5&*
| 2
= C H O H C
N N [
= N = h
) | |
4 _Cats NZN NZ N
N
Sy o o
O/\ o N N %,C:He
@ Cyge
NG

AF-DX 118

CH, AF-DX 116
Pirenzepina (Otenzepad)

In sperimentazione clinica
er il trattamento di alcune
orme di bradicardia

I'orientamento dell'azoto per avere un antagonista M2 selettivo.
Infatti i numeri di atomi dall'azoto ¢ la stessa, ma l'orientamento cambia.

Perché & cosi importante
I'orientamento dell'azoto
protonabile?  Perché se
andiamo a vedere una
molecola molto simile alla

pirenzepina, abbiamo
sempre l'amide endociclica,
la piridina, I'anello
aromatico, I'amide

esociclico, questa volta
abbiamo la piperidina dove
pero l'azoto anziché essere
in basso ¢ legato attraverso
questo ponte metilenico.

Basta cambiare

L'otenzepad & il prototipo in sperimentazione clinica per alcune forme di bradicardia, perche

I'acetilcolina a livello degli M2

induceva effetti bradicardici. SAR antagonisti muscarinici M,-selettivi
Infatti contrasta l'azione . sistema triciciico
. .. o condensato
della noradrenalina, I'azione N influenza
moderata
H . Antagonist1 muscarinici
adrenergica. af o~ ‘) IMza ivello cardiaco
. N
Questi sono target ancora o)\(CHJ}PPQLtTntE S . . e
. . m t -
sotto  sperimentazione. Il | " catena laterale inibizione t;
(N
. ) del simpatico
target del sistema y P> EEone induce
. . N . " (CHa)n postsinaptimz rilascio NA
adrenergico & pit facile, pid H |+ determina
/N\ aumento ‘
conosciuto ‘. g frequenza
. U - cardiaca
L'inibizione di questi M2 o sistemi df anell
. . . . . catena laterale a 6 termini non
presinaptici favorirebbe il specifica per M, | necessari

rilascio della noradrenalina i
nelle terminazioni
adrenergiche e colinergiche.

cellula

L effertrice

| cronotropia I

In realta questo significa che mentre il ciclo é indispensabile per avere l'orientazione corretta e quindi

I'azione selettiva, per avere un‘azione M2 & importante avere una flessibilita della catena; la possibilita

che la catena sia libera di ruotare e nel caso dell'irrigidimento molecolare come nel caso dell'otenzepad

I'orientazione sia quella prevista dalla molecola.
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