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Breve Introduccion

La epilepsia es uno de los desdrdenes neuroldgicos mds comunes, afectando a
alrededor de 50 millones de personas de todas las edades en todo el mundo. El 80% de
los pacientes epilépticos pertenecen a paises en vias de desarrollo. Pese a los multiples
esfuerzos por encontrar nuevos tratamientos para esta patologia existe un 30% de
pacientes que no logra controlar las convulsiones con la farmacoterapia disponible, lo
cual se conoce como epilepsia refractaria o intratable (WHO, 2019).

A pesar de la introduccion en el mercado farmacéutico de numerosos fdrmacos
antiepilépticos (FAEs) de ultima generacion, la proporcidn de pacientes refractarios no se
ha modificado sustancialmente (Chen et al., 2018; Yoo & Panov, 2019) y algunos autores
sugieren que incluso, se estd incrementando (Lee et al., 2019).

La pérdida en la eficacia de dichos farmacos podria deberse a que, en su mayoria,
han sido identificados mediante los mismos modelos animales convencionales de crisis
epiléptica: el ensayo de Mdximo Electroshock (Maximal Electroshock Seizure, MES) y el
ensayo de Pentilentetrazol subcutdneo (PTZsc) (Loscher & Schmidt, 2011), ambos
desarrollados hace mds de 60 afios. En los ultimos tiempos, se ha incorporado al
Programa de Screening de Fdrmacos Anticonvulsivos del Instituto Nacional de Salud de
Estados Unidos (National Institute of Health, NIH), el modelo animal de crisis epiléptica
de 6 Hz para el screening primario de nuevos farmacos antiepilépticos (Loscher, 2011).
Esta incorporacion no sdlo es importante desde el punto de vista que aporta una
evaluacion adicional de compuestos candidatos a proteger frente a convulsiones
psicomotoras similares a las observadas en la epilepsia limbica en humanos (Barton et
al., 2001), sino que ademds es interesante destacar que el farmaco de uso clinico
levetiracetam fue seleccionado a través de dicho modelo, pese a no ser eficaz frente a
los modelos de MES y PTZsc. Precisamente, el levetiracetam posee un mecanismo de
accion particularmente novedoso, ejemplificando de este modo como la implementacion
de nuevos modelos animales de epilepsia y de crisis epiléptica pueden resultar en la
identificacion de farmacos auténticamente innovadores.

Por ese motivo, también se han incorporado al Programa de Screening modelos
animales de epilepsia (es decir, animales con predisposicion cronica a sufrir crisis
recurrentes y espontdneas), entre los cuales se destacan los modelos de encendido
(“kindling”), como modelos de screening secundario (Loscher, 2011). En estos modelos,
se producen cambios progresivos provocados por aplicacion repetida de un estimulo
inicial subconvulsivo, que llevan al estado llamado “fully kindled”, el cual se caracteriza
por la aparicion de crisis en respuesta de cada estimulacion (Goddard et al., 1969). E/
proceso de kindling se considera como un modelo relevante de neuroplasticidad que
simula la epileptogénesis y la progresion de la enfermedad (Morimoto et al., 2004;
Sutula & Kotloski, 2017). Se ha comprobado que la estimulacion corneal repetida a 6 Hz
en ratones puede conducir a un incremento en la respuesta convulsiva llevando a un



persistente estado “fully kindled” (Leclercq et al., 2014). Se propone entonces al modelo
6 Hz corneal kindling como un modelo nuevo de convulsiones resistentes a fdrmacos.

Conforme a lo expuesto anteriormente, el presente trabajo de tesis se baso en el
tamizado virtual aplicado a la busqueda e identificacion de nuevos compuestos activos
frente al modelo de 6 Hz en ratones. La campaiia de tamizado virtual se realizo a partir
del desarrollo de modelos computacionales basados en el ligando con capacidad de
identificar dichos candidatos en diferentes quimiotecas digitales. En la etapa final de este
trabajo, se adquirieron comercialmente los compuestos seleccionados y se validaron
experimentalmente frente al modelo en cuestion, el modelo agudo de 6 Hz.
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Capitulo 1
Epilepsia

Capitulo 1: Epilepsia
1.1. Generalidades

1.1.1. Contexto Historico

El término epilepsia (de origen griego “ ém\aupavewv”, cuyo significado es “ser
atacado o tomado por sorpresa”) comprende distintas enfermedades que, aunque
caracterizadas por signos y sintomas distintos, poseen en comun la predisposicion a

sufrir crisis espontdneas y recurrentes (Magiorkinis et al., 2010).

Si nos remontamos a la transicidon de la enfermedad desde sus origenes, en los
tiempos de la Antigua Babilonia o el Antiguo Egipto se creia que la epilepsia era producto
de una causa sagrada o divina, se pensaba como un castigo enviado por los dioses como
resultado de la trasgresion de las leyes (Panteliadis et al., 2017). Otras culturas, incluida
la judeocristiana, vinculaban las crisis convulsivas con la posesién de los cuerpos por
parte del demonio, hecho por el cual se tomaban decisiones tan extremas como
condenar a los pacientes a la hoguera o al suplicio simplemente por estar “poseidos”

(Masia & Devinsky, 2000).

En la Grecia de Pericles, aparecen los primeros escritos de Hipdcrates vinculando
las crisis epilépticas con la acumulacién de liquido en el cradneo. Ya en época del Imperio
Romano, Galeno (90 afios a.C.) proponia que era en las extremidades donde
comenzaban las crisis debido a la acumulacién de ciertos fluidos, para luego ascender

hacia la cabeza (Panteliadis et al., 2017).

Hipdcrates, como deciamos, fue el primero, segun los registros, en establecer una
relacion entre las caracteristicas anatdmicas y patoldgicas, y la generacién de las
convulsiones tanto en humanos como en animales. Para ello, se basé en estudios de
necropsias de ovejas y cabras afectadas y muertas luego de sufrir crisis epilépticas

(Medina Malo, 2004), determinando mediante la observacién del cerebro que ese
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organo era el origen del padecimiento. En su descripcidon sefiala: “... el cerebro se

encuentra humedo, lleno de agua y maloliente...” (Vasconcelos-Duenas, 2001).

1.1.2. Definicion

La epilepsia es un trastorno crénico del sistema nervioso central (SNC) que afecta
a personas de todo el mundo, sin diferenciar entre edad, raza, sexo y/o clase social. Su
impacto socioecondmico y sobre la calidad de vida del paciente es altamente variable
dependiendo del origen y caracteristicas de las crisis, como asi también de su frecuencia,
del entorno social de cada paciente epiléptico, de los efectos adversos de los distintos
tratamientos, y de las comorbilidades médicas, cognitivas o psiquiatricas. La aparicion
transitoria de signos y/o sintomas provocados por una actividad neuronal excesiva en el
cerebro se denomina “crisis epiléptica” y es por ello, que el término epilepsia se asocid
en el campo de la medicina con la predisposicidn repetitiva a la ocurrencia de al menos

dos crisis no provocadas en un lapso de mas de 24 horas (Fisher et al., 2014).

En 2014, debido a que muchos diagndsticos clinicos quedaban fuera del criterio
de dos crisis no provocadas, Fisher y colaboradores propusieron a la Liga Internacional
contra la Epilepsia (International League Against Epilepsy - ILAE) una modificacion de la
definicion de epilepsia (Fisher et al., 2014), siendo actualmente diagnosticada en

cualquiera de las siguientes circunstancias:

(1) Al menos dos crisis no provocadas o reflejas separadas un intervalo de tiempo

de mas de 24 horas.

(2) Una crisis no provocada o refleja y una predisposicion a presentar nuevas

crisis durante los 10 afios siguientes.

(3) Diagndstico de un sindrome de epilepsia.
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Las crisis convulsivas se producen en respuesta a descargas eléctricas excesivas
en células neuronales ubicadas en diferentes partes del cerebro. Dependiendo en qué
lugar del cerebro comienza esta actividad excesiva y cdmo se propaga, dara origen a
distintos tipos de crisis con caracteristicas particulares, desde episodios de ausencia muy
breves o contracciones musculares leves hasta movimientos involuntarios prolongados
y graves, los cuales pueden afectar a sélo una parte del cuerpo (crisis parciales) o a su
totalidad (crisis generalizadas). Las crisis pueden acompafiarse de otros signos como la
pérdida de la conciencia y control de los esfinteres, asi como también presentar
alteraciones de los sentidos, el estado de animo u otras funciones cognitivas. Su
frecuencia también puede variar desde una crisis al afio hasta varias al dia en casos

extremos.

1.1.3. Causas

Existen multiples y variadas causas a las que se pueden atribuir las crisis
epilépticas. Cualquier dafio cerebral o desarrollo anormal del cerebro perturba el patrén
normal de la actividad neuronal por desbalance en las seiales entre neuronas (sobre la
excitaciéon o la inhibicion o la combinacién de ambos factores), provocando las
convulsiones. La identificacién temprana de la causa es importante, ya que puede

contribuir a un control primario efectivo de las crisis si se utiliza el tratamiento adecuado.

La ILAE en su ultimo informe de 2017 ha establecido seis grupos etioldgicos:

estructural, genético, infeccioso, metabdlico, inmune e idiopatico (Scheffer et al., 2017).

La epilepsia con etiologia estructural se refiere a una lesion o anomalia en la
estructura cerebral asociada que da como resultado la generacidn de las crisis. Se
pueden producir convulsiones derivando en epilepsia adquirida luego de un dafio
neuronal por lesiones prenatales o perinatales, que pueden darse por asfixia o
traumatismos durante el parto; dafio por traumatismo craneoencefalico grave o; lesién

por alguna infeccidn.
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Las mutaciones genéticas juegan un rol importante en el desarrollo de cierto tipo
de epilepsias. En algunos casos, la mutacién no se conoce por lo cual puede inferirse a
partir de la historia familiar, como en el Sindrome de Epilepsia Neonatal Familiar Benigna
que afecta a varios miembros de una misma familia (Radic, 2019). En otros casos, las
mutaciones pueden ocurrir espontdneamente y contribuir al desarrollo de epilepsia en
personas que no reporten antecedentes familiares. Hay reportes que indican que este
tipo de mutaciones estan presentes en una poblacidn significativa de pacientes con
Epilepsia Mioclénica Juvenil (Johannesen et al., 2016). Diversos tipos de epilepsia han
sido relacionadas con mutaciones en genes que codifican para canales idnicos, asociadas
a un control defectuoso del flujo de iones y, por ende, una ineficiente regulacion de las
sefiales neuronales (Singhi, 2011). Un ejemplo, es la mutacion en el gen SCN1A que
codifica para la subunidad a1 del canal de sodio neuronal, que afecta a los pacientes con

Sindrome de Dravet.

La epilepsia puede ocurrir como resultado de una infeccién, tal como la
meningitis (Vezzani et al., 2016). Los ejemplos mdas comunes de infeccion aguda que
resultan en una epilepsia incluyen neurocisticercosis, tuberculosis, HIV, malaria cerebral,
panencefalitis esclerosante aguda, toxoplasmosis cerebral e infecciones congénitas

dadas por el virus Zika y el citomegalovirus (Singhi, 2011).

Una serie de trastornos metabdlicos se asocian a un desarrollo de epilepsia. Las
causas metabdlicas de epilepsias obedecen a un defecto metabdlico que resulta en
manifestaciones o cambios bioquimicos en todo el organismo, tales como porfiria,
uremia, aminoacidopatias o convulsiones dependientes de piridoxina. En muchos casos,
los trastornos metabdlicos que dan origen a una epilepsia estaran asociados a una
deficiencia en aquellos sustratos esenciales para el metabolismo celular. En otros, se
pueden asociar a una acumulacién de sustancias toxicas o también a una alteracion en
la osmolaridad intracelular (Lee et al., 2018). Trastornos metabdlicos como la deficiencia
multiple de carboxilasas (déficit de biotinidasa y de holocarboxilasa sintetasa), la

deficiencia de folato cerebral, el déficit cerebral de creatina o la falta del transportador
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de glucosa tipo 1 (GLUT-1), son algunos de los trastornos que ILAE reconoce como

causante de las epilepsias metabdlicas (Finsterer & Mahjoub, 2013).

Una amplia gama de epilepsias inmunes con desarrollo caracteristico han sido
reconocidas recientemente tanto en adultos como en nifios (Vezzani et al., 2016). En
general, este tipo de epilepsias son resultado de una inflamacién autoinmune del SNC.
Algunos ejemplos incluyen encefalitis por anticuerpos contra el receptor de N-metil-D-
aspartato (NMDA) o la encefalitis producida por anticuerpos contra la proteina 1
inactivada del glioma rica en leucina (LGI1, por sus siglas en inglés) (Lancaster & Dalmau,

2012).

La epilepsia idiopatica, cuya causa es desconocida, afecta a un 30% de los
pacientes (Dubey et al., 2017). Se cree que la causa puede tener una base genética, por
ejemplo, una canalopatia, o ser consecuencia de un trastorno estructural o metabdlico
aun no identificado (Berg & Scheffer, 2011). En esta categoria no es posible realizar un
diagnéstico especifico y encontrar la causa que origina la epilepsia depende de la

evaluacion de cada paciente por parte del equipo de neurélogos.

1.2. Clasificacion de la Epilepsia

Como hemos mencionado anteriormente, la epilepsia comprende un grupo de
trastornos con distinta etiologia, que segln sus caracteristicas requerirdn distintos
tratamientos. Para poder lograr un diagndstico certero y seleccionar la terapia adecuada,
es importante una correcta clasificacion de las crisis epilépticas y de los sindromes

epilépticos.

La nueva clasificacidon de los tipos de crisis y epilepsias propuesta por ILAE en el
afio 2017 es una clasificacidon con varios niveles (Fisher et al., 2017; Scheffer et al.,
2018), disefiada para aplicarse en diferentes dmbitos clinicos (Fig. 1.1). Sera posible
aplicar cada nivel de clasificacion en funcién de los recursos disponibles en cada
escenario clinico particular. De ser posible, se debe buscar un diagndstico que incluya

todos los niveles (ver seccion 1.1.3).
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Figura 1.1 Clasificacion global actualizada de los tipos de crisis y epilepsias propuesta por ILAE.
Adaptado de (Scheffer et al., 2018).

Una vez realizada la distincion entre un evento epiléptico y no epiléptico, el punto
de partida en la clasificacidn es el tipo de crisis. Como veremos en la siguiente seccion,
las crisis se clasifican como de inicio focal, de inicio generalizado o con comienzo

desconocido (Scheffer et al., 2018).

El segundo nivel se refiere al tipo de epilepsia, e incluye a las epilepsias focales y
a las generalizadas, como también a una combinacion de ambas, ademas de la categoria

desconocida o idiopatica (Scheffer et al., 2018).

Si bien un paciente puede presentar uno u otro tipo de crisis, focal o generalizada,
algunos presentan ambos. Ejemplos comunes de epilepsia en los cuales ocurre la

combinacion de éstas son el sindrome de Dravet y el sindrome de Lennox-Gastaut.

El diagndstico de un sindrome epiléptico se encuentra en el ultimo nivel,
refiriéndose a un conjunto de caracteristicas especificas que ocurren juntas,
generalmente dependientes de la edad de inicio y de remision (Fisher et al., 2005;
Scheffer et al., 2018). Puede también presentar comorbilidades distintivas, tal como la

disfuncién psiquiatrica e intelectual, junto con hallazgos especificos en el
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electroencefalograma (EEG) correspondiente. Ademds, puede tener asociadas
implicancias etioldgicas, de prondstico y de tratamiento. Existen diferentes sindromes ya
descriptos, como la epilepsia de ausencia infantil, el sindrome de West y el sindrome de

Dravet (Cho & Kim, 2019).

1.3. Clasificacion de las crisis

La clasificacidn de las crisis podria basarse en la fisiopatologia, en la anatomia, en
las vias que se activan para originar las crisis o simplemente en la observacion de los
signos y sintomas. En la figura 1.2 se presenta la mas reciente clasificacién del tipo de
crisis propuesta por ILAE en 2017, en su versidon extendida, con la nueva terminologia

asociada (Fisher et al., 2017).

Inicio Focal [ Inicio Generalizado Inicio Desconocido
o Alteracion de la
CHnces conciencia mcio Motor \ (Inicio Motor )
o Tonico — clénico Ténico — clénico
imcu(j Motc;r Clénico Espasmos epilépticos
emeEe Tonico Inicio No Motor
Atbnico o
Mioclénico ;
Clénico - MOclonios ARt e 6 e Arresto de comportamiento
=pasitios apiicpticos Mioclénico - aténico 4
Hipercinético At&nico - 9
FT‘ﬂtio‘dénico Espasmos epilépticos Sin Clasificar*
e Inicio No Motor (ausencia) | ’
Inicio No Motor Tioi
. pica
Autonomico Atipica
Arresto de comportamiento

e Mioclénica
Cognitivo Mioclénica del parpado
Emocional

Sensorial

*Debido a la falta de informacién o la

Focal a tonico-clonico bilateral imposibilidad de categorizarlas

Figura 1.2 Adaptacion de la clasificacion de tipos de crisis versidon expandida ILAE 2017.

Las convulsiones se clasifican segun el tipo de inicio: focal, generalizada o de
inicio desconocido. Ademads, se incluyen aquellas crisis denominadas focales con

evolucidn a tdnico-clénico bilaterales, antiguamente bajo el término crisis ténico-cldnico
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secundarias generalizadas, las cuales experimentan un patrén de propagacion a ambos

hemisferios cerebrales.

1.3.1. Crisis focales

Una crisis de inicio focal es aquella que se restringe a un solo hemisferio (Berg &
Scheffer, 2011; Fisher et al., 2014), y ocurre, por ejemplo, cuando un paciente sufre un
derrame cerebral o presenta un tumor confinado a una zona particular del cerebro. Las
crisis focales incluyen trastornos unifocales o multifocales, siempre afectando a un
hemisferio. Ademads, puede subclasificarse segun el estado de la conciencia, es decir, con
alteracion de la conciencia o sin afectacidon del estado de la conciencia (Fisher et al.,

2017).

Las convulsiones focales de inicio motor incluyen a las crisis atdnicas (con pérdida
focal del tono), ténicas (rigidez sostenida), cldonicas (sacudidas ritmicas), miocldnicas
(sacudidas breves e irregulares) o espasmos epilépticos (flexion o extensidon de brazos y
flexién del tronco) (Palacios & Clavijo-Prado, 2016). Las crisis focales con arresto de
comportamiento son aquellas que involucran cese de movimiento y los pacientes son no
responsivos al entorno. Las convulsiones autondmicas se presentan con sensaciones
gastrointestinales determinadas, con sensaciones de frio o calor; algunos pacientes
experimentan sofocos, pilo ereccién, palpitaciones, excitacién sexual o cambios
respiratorios (Henkel et al., 2002). Las crisis cognitivas focales pueden identificarse
mediante distintos signos, tal como el déficit en el lenguaje, en el pensamiento o en

alguna de las funciones corticales superiores (Fisher et al., 2017).

Otro tipo de crisis involucran cambios emocionales (sensaciones de miedo,
ansiedad, ira, angustia, etc.), a veces dificiles de identificar como tal por su
sintomatologia similar a los de enfermedades psiquidtricas. Finalmente, existen también
convulsiones focales que producen sensaciones somato sensoriales, olfativas, visuales,

auditivas, gustativas, de temperatura o vestibulares.
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1.3.2. Crisis epilépticas generalizadas

Cuando las convulsiones comienzan con una descarga eléctrica extendida,
afectando a ambos hemisferios del cerebro en el mismo momento, hablamos de
convulsiones generalizadas (Fisher et al., 2017). La clasificacién de este tipo de crisis es
similar a la adoptada ya en 1981 (Commission on Classification and Terminology of the

International League Against Epilepsy, 1981), con algunas pocas variaciones.

Los individuos con epilepsias generalizadas usualmente presentan alteracién de
la conciencia, por lo que en este caso no se tiene en cuenta el nivel de afectacion de ésta.
Primariamente, se subclasifican en dos grandes tipos, motoras y no motoras (de
ausencia) (Fisher et al., 2017). Entre aquellas crisis de inicio motor, se encuentran las
denominadas tdénico-clonico, cldnico, ténico, mioclénico, mioclénico-tdnico-cldnico,
mioclénico-atdnico, ademas de incluir a los espasmos epilépticos. En contraparte, el gran

grupo de las crisis no motoras comprenden las crisis de ausencia.

1.3.3. Estado Epiléptico

En el ultimo reporte de ILAE en 2015 se incorpord la nueva definicidon de Estado
Epiléptico o Status epilepticus (SE), proponiendo a éste como una condicion dada por
convulsiones anormales y prolongadas o repetidas que resultan de la falla de aquellos
mecanismos responsables de que esas convulsiones terminen. A largo plazo, el SE puede
llevar a la lesién y muerte neuronal dependiendo del tipo de convulsiones y de cual es

su duracidn (Trinka et al., 2015).

1.4. Epidemiologia
1.4.1. Incidencia y prevalencia

La epilepsia afecta alrededor de 50 millones de personas en todo el mundo,

diagnosticandose anualmente unos 2,4 millones de casos cuya causa se desconoce. Se
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estima que la poblaciéon general con epilepsia activa oscila entre 4 y 10 cada 1.000
personas; aproximadamente el 80% de ésta vive en paises de bajos y medianos ingresos
(Singh & Sander, 2020). En Argentina, la prevalencia de epilepsia idiopatica se estima
que es de 230 a 280 por cada 100.000 habitantes (Beghi et al., 2019). La prevalencia de
epilepsia activa tiende a incrementarse con la edad, reflejando un pico entre los 20 y 29
afios, y en adultos con edades por encima de los 60 afios, afectando de igual manera

tanto a hombres como a mujeres (Beghi & Giussani, 2018).

La mayor incidencia de la enfermedad en paises de ingresos bajos y medios
tendria varias explicaciones: el mayor riesgo de enfermedades endémicas, tales como el
paludismo o la neurocisticercosis; mayor incidencia de accidentes de transito que
resultan en traumatismos graves; lesiones traumaticas en el momento del parto; y la
baja accesibilidad a programas preventivos y de atencién de salud (Beghi & Giussani,

2018; Spiciarich et al., 2019).

1.4.2. Mortalidad y comorbilidad

Pese a que, en los ultimos afios, la prevalencia de esta patologia ha disminuido,
la epilepsia aun es una importante causa de discapacidad y mortalidad. Las convulsiones,
en la mayoria de los casos, implican consecuencias neuroldgicas, cognitivas, psicolégicas
y sociales, representando una parte importante de la carga mundial de morbilidad (Beghi

etal., 2019).

La epilepsia representa un 0,7% de la carga mundial de morbilidad (medida que
combina los afnos de vida perdidos debido a la mortalidad prematura con el tiempo
vivido en situaciones en las que la salud no es plena) (Mbizvo et al., 2019).
Aproximadamente el 50% de los pacientes adultos que sufren epilepsia, padecen al
menos otro problema de salud (Keezer et al., 2015). A menudo, los pacientes suelen
presentar mayor predisposicion a fracturas y hematomas por lesiones relacionadas con
las convulsiones. Asimismo, existe una mayor incidencia de trastornos psiquiatricos,

como ansiedad y depresidn, que condicionan ain mas la calidad de vida del paciente,

10
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provocan un aumento en la necesidad de atencidn sanitaria y mayor exclusion social (Rai

etal., 2012).

Las principales causas de muerte en pacientes epilépticos estan vinculadas a
accidentes, suicidios, status epiléptico, neumonia, alta comorbilidad psiquiatrica vy, la
causa mas comun, muerte subita (Beghi et al., 2019). El suicidio se asocia con mas del
5% de las muertes en pacientes epilépticos, mientras que los accidentes de transito y
otro tipo de accidentes se relacionan con aproximadamente el 16% de las muertes (Fazel

etal., 2013).

Aunque los efectos sociales negativos de la epilepsia varian segun el pais, la
discriminacion y la estigmatizacién social asociados a la enfermedad son a veces mas
dificiles de vencer que las propias crisis. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
propone un modelo asistencial escalonado para mejorar la calidad de atencién a los
pacientes epilépticos, el cual implica desde el diagndstico inicial hasta los tratamientos
no farmacolégicos para la epilepsia farmacorresistente (Fig. 1.3), destacando al
tratamiento de las afecciones comérbidas como un componente esencial en todos los

niveles de atencion (World Health Organization, 2019).
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NIVEL 3

Tratamiento farmacolégico ysho
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NIVEL 2

Atencion especializada y pruebas
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NIVEL 1

Atencion primaria para la identificacion inicial
de los sintomas, el diagnostico y el tratamiento
farmacolégico basico

SERVICIOS SOCIALES Y EDUCATIVOS

CONOCIMIENTO PUBLICO DE LA EPILEPSIA Y DE 5US SINTOMAS Y EFECTOS

Figura 1.3 Modelo escalonado para mejorar la calidad de atencidn a las personas con epilepsia.

1.5. Tratamiento no farmacoldgico

Si bien el tratamiento de eleccién es la terapia farmacolégica, existen
tratamientos alternativos que incluyen dietas cetogénicas (DC), estimulacion cerebral
profunda, estimulacién del nervio vago (ENV), estimulacién magnética transcraneal
(EMT) y cirugia del foco convulsivo. Estos tipos de terapias se emplean cuando las crisis

son dificiles de controlar con FAEs.

1.5.1. Dieta cetogénica (DC)

La DC es utilizada en el tratamiento de la epilepsia desde 1920 (Rho, 2017;
D’Andrea Meira et al., 2019). La evidencia clinica muestra que es una buena alternativa
en pacientes farmacorresistentes que no pueden someterse a cirugia. Estudios recientes
han demostrado resultados positivos cuando se emplea el tratamiento con DC en

pacientes, tanto niflos como adultos, con epilepsia refractaria (Rho, 2017).

12
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Esta dieta consiste en la reduccidn drastica de carbohidratos para sustituirlos por
un alto contenido de lipidos (90%), con restriccidon en el aporte de proteinas, lo cual
induce la formacién de cuerpos ceténicos. De esta manera, se genera un estado de

cetosis producto del metabolismo de los dcidos grasos (D’Andrea Meira et al., 2019).

A pesar de su eficacia, muchos pacientes discontintian la dieta debido a sus
restricciones y a sus caracteristicas organolépticas desagradables. Asimismo, en algunos
casos, se presentan diversas manifestaciones, que incluyen sintomas gastrointestinales,
anomalias metabdlicas (por ejemplo, hiperuricemia, hipocalcemia y acidosis), aparicién
de cdlculos renales, y anormalidades cardiacas (cardiomiopatia e intervalo QT

prolongado) (Liu et al., 2017).

1.5.2. Estimulacion del nervio vago (ENV)

Es un tratamiento neuro-modulatorio que consiste en la implantaciéon en la
region subclavicular de un generador de pulso programable, que otorga una
estimulacién eléctrica intermitente del nervio vago izquierdo en el cuello (Panebianco
etal.,2015; Mesraoua et al., 2019). La ENV representa una alternativa en el tratamiento
de epilepsia refractaria para aquellos pacientes que no son candidatos a una cirugia o

casos en los que la reseccion quirdrgica ha sido ineficaz (Liu et al., 2017).

El mecanismo de accién continua siendo estudiado, pero se conoce que implica
a las fibras nerviosas vagales aferentes que modulan la actividad de los nucleos del
tronco cefalico, como el nucleo del tracto solitario, con aferentes vagales en el locus

coeruleus y el nucleo del rafe, entre otros (Mesraoua et al., 2019).

Morris y colaboradores reportaron, en 2013, que la ENV estd asociada a la
reduccion en un 50% de las crisis, en el 55% de los pacientes infantes con epilepsia
parcial o generalizada (Morris et al., 2013). Ademas, se asocid a una reducciéon de mas
de 50% de las convulsiones en el 55% de los pacientes que padecian el sindrome de
Lennox-Gastaut. También se observé un 50% o mas de reduccién de la frecuencia de las

crisis entre 1 a 5 afos post implantacion.
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La ENV es una terapia segura y, en general, bien tolerada. Algunos de los efectos
adversos mas comunes que pueden presentarse cuando el estimulador libera un pulso
son alteraciéon en la voz, ronquera y disnea, y con menor frecuencia, tos, dolores,

parestesia, nduseas y dolor de cabeza (Wheless et al., 2018).

1.5.3. Estimulacion cerebral profunda

Las estimulaciones cerebrales profundas son técnicas de neuro estimulacién
intracraneales invasivas (Panebianco et al., 2015), que se emplean cuando la cirugia
estd contraindicada o es ineficaz. Estd indicada en el tratamiento de la epilepsia
refractaria, y también se utiliza terapéuticamente en enfermedades relacionadas con
desdérdenes del movimiento, como la enfermedad de Parkinson, el temblor esencial y la
distonia (Li & Cook, 2018). En la estimulaciéon cerebral profunda, se implantan
electrodos que se encuentran conectados a un generador de pulso en diferentes zonas
profundas como el nucleo anterior del tdlamo, hipocampo, nucleo centro-medio del

tdlamo y cerebelo, entre otras (Li & Cook, 2018).

1.5.4. Estimulacion magnética transcraneal (EMT)

Este tipo de terapia utiliza campos magnéticos para estimular células nerviosas
repetidamente a baja frecuencia con el objetivo de observar la reduccién de la
excitabilidad cortical por un lapso de tiempo largo. Sin embargo, a pesar de que existe
evidencia que la EMT es segura y bien tolerada, no se ha comprobado aun
fehacientemente su eficacia en reducir la frecuencia de las crisis en aquellos pacientes

con epilepsia refractaria (Panebianco et al., 2015).

1.5.5. Cirugia

La reseccién quirurgica del foco epiléptico se realiza en aquellos pacientes que,

a pesar de recibir una terapia farmacoldgica adecuada, no lograron suprimir las crisis.
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Con cirugia, a menudo, se produce una disminucién en la frecuencia de las crisis o se
logran controlar de manera efectiva, con aumento de la calidad de vida de los pacientes

(Liu et al., 2017).

El tipo de crisis ya sea focal o generalizada, determina qué procedimiento
quirurgico que se empleara. La reseccion completa del foco epileptogénico permite
obtener buenos resultados. Luego de someterse a cirugia, mas del 76% de los pacientes

logran controlar plenamente sus crisis (Jette et al., 2014; Jobst & Cascino, 2015).

Como consecuencia de este procedimiento, los pacientes pueden presentar
varios efectos secundarios, tales como déficits cognitivos, los cuales dependen del sitio
de reseccion. Por ejemplo, la reseccién del I6bulo temporal izquierdo esta asociada con
déficits en la memoria verbal. Otros efectos adversos se relacionan con complicaciones
de la cirugia, como la infeccién intracerebral u otras infecciones bacterianas no

cerebrales (Jobst & Cascino, 2015; Liu et al., 2017).

1.6. Tratamiento farmacologico

Un tratamiento efectivo frente a la actividad eléctrica anormal tipica de la
epilepsia se basa generalmente en aumentar el proceso inhibitorio o disminuir la
excitacién. La farmacoterapia es el tratamiento mas cominmente utilizado, siendo eficaz
en la reduccién de la frecuencia y severidad de las crisis. Alrededor del 70% de los

pacientes logran controlar las crisis con este tipo de tratamiento.

En el siguiente capitulo se abordaran los diferentes mecanismos de accién de los
farmacos disponibles, actualmente se disponen de mas de 45 farmacos para el
tratamiento de la epilepsia, principalmente actuando sobre canales idnicos voltaje-
operados, activando las vias GABAérgicas o inhibiendo el sistema excitatorio
dependiente de glutamato. Por lo general, si bien la terapia a utilizar dependera del
trastorno convulsivo y de la respuesta de cada paciente en particular, se comienza con

la eleccién de un solo FAE (monoterapia). Si el paciente no logra controlar las crisis, se

15



Capitulo 1
Epilepsia

adiciona un nuevo FAE sin retirar el primero. En algunos casos, es necesario la utilizacién

de tres FAEs diferentes para poder controlar las convulsiones.

En particular, destacaremos al levetiracetam, que es el fdrmaco activo en el
modelo de 6 Hz, modelo animal que ha dado origen a este trabajo de tesis. Este farmaco
puede considerarse multi-blanco (Klitgaard et al., 2016) y posee un mecanismo de
accion novedoso, ya que reduce la liberacién de calcio hacia el espacio sinaptico por

unidén a la proteina SV2A de las vesiculas sinapticas.
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Capitulo 2: Farmacos Antiepilépticos

2.1. Introduccion

El tratamiento de un paciente epiléptico comienza, como se ha mencionado
anteriormente, con un diagndstico preciso del tipo de convulsiones, epilepsia y/o
sindrome epiléptico. Una vez obtenido el diagndstico, se realizan ensayos
farmacoldgicos secuenciales y ordenados, a partir de los cuales se eligen los FAEs

destinados a tratar a cada paciente particular (Lee et al., 2019).

En este capitulo se discutirdn distintos aspectos concernientes a la
farmacoterapia de las epilepsias, incluyendo una breve revisién histérica desde la
introduccion del primer agente antiepiléptico hasta las ultimas innovaciones en este

campo.
2.1.1. Introduccion de los FAEs en el mercado

En 1857, Charles Locock introdujo el primer tratamiento moderno contra la
epilepsia, el bromuro, que fue la Unica opcidn terapéutica disponible hasta la
incorporacion de fenobarbital en 1912, obteniéndose una remisién inicial de mas del
50% de los casos (Korinthenberg et al., 2007). Epileptdlogos como Turner y Gowers se
habian dado cuenta en ese entonces de que las sales de bromuro de sodio y potasio
eran mas eficaces que las de litio o estroncio (Mercadé Cerda et al., 2015). Si la sal de
bromuro fallaba, se recomendaba adicionar al tratamiento sustancias como bdrax
(introducido por Gowers como antiespasmadico) (Jensen, 2006) o belladona (Sankey,
1861), o bien se consideraba la utilizacion complementaria de dietas principalmente
para disminuir las altas dosis de bromuro, a las que se atribuia la alta frecuencia de
efectos tdxicos a nivel del SNC, la piel y el tracto gastrointestinal. Mas tarde, Sieveking
negt la eficacia de estos ultimos, junto a otras terapias tales como opiaceos y narcéticos,

hioscina y digitalis, entre otros (Sieveking, 1858).

22




Capitulo 2
Farmacos Antiepilépticos

El acido barbiturico fue sintetizado por primera vez en 1864 por Adolf von
Baeyer, un investigador asistente de Kekulé, a través de la condensaciéon de la urea y del
acido maldnico (Shorvon, 2009a). En 1904, se obtuvieron derivados de este compuesto,
entre los cuales se hallaba el acido 5-etil-5-fenilbarbitirico, mas cominmente conocido
como fenobarbital (PB) (Fig. 2.1.a), el cual se incorporé al mercado como hipnético y
ansiolitico. En 1912, demostrd ser mas eficaz que los bromuros en la supresién de las
crisis epilépticas (Sands, 1921). A fines de 1950, el PB se habia establecido ya como
farmaco de primera linea para el tratamiento de las convulsiones neonatales, las crisis
febriles y el SE. Al mismo tiempo, la OMS recomendaba su uso como primera linea para
tratar las convulsiones ténico-clénicas generalizadas y parciales (World Health
Organization, 1990). A pesar de presentar diversos efectos adversos, tales como
alteraciones en el estado de animo y en las funciones cognitivas, el PB es muy utilizado

incluso en la actualidad, sobre todo por su bajo costo (llangaratne et al., 2012).
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Figura 2.1 Estructuras quimicas de fenobarbital (a) y de fenitoina (b).

En 1938, Merritt y Putnam utilizando un modelo agudo de crisis epilépticas en
gatos, reportaron el efecto anticonvulsivante de la difenilhidantoina, mas conocida
como fenitoina (PHT) (Merritt, 1938; Perucca, 2019). El hecho de que mediante la

utilizacion de modelos animales se pudieran identificar compuestos con eficacia clinica
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representd un gran avance en el campo, como veremos en el capitulo 3, permitiendo
optimizar tiempos y costos descartando aquellos compuestos que no habian sido
prometedores en dichos modelos (Arzimanoglou et al., 2010). La PHT demostraba
poseer mayor efectividad en aquellos pacientes en los cuales tanto los barbitlricos
como los bromuros no habian sido efectivos. Asimismo, a pesar de presentar una
estructura similar al PB (Fig. 2.1.b), presentaba menor incidencia de efectos sedantes y
cutaneos a las dosis utilizadas en la practica clinica (Shorvon, 2009a). El descubrimiento
de la PHT fue seguido por el hallazgo e introduccién de otras nuevas drogas obtenidas

principalmente por la modificacién estructural de hidantoinas y barbituricos.

Entre 1945y 1958, se introdujeron la acetazolamida (Staley, 2002), la beclamida
(benzclorpropamida) (Livingston, 1953) vy Ila mesantoina (mefenitoina o
metilhidantoina), asociada a efectos secundarios graves como anemia aplasica,
pancitopenia y falla hepatica (Kozol, 1946; Troupin et al., 1976). En 1953 se reporto la
actividad anticonvulsiva de la fensuximida (andlogo de trimetadiona), aunque con serios
efectos negativos sobre la funcion renal, hepatica y hematoldgica (Chen et al., 1963;
Shorvon, 2009a). Ese mismo aio, luego de muchos intentos por conseguir una droga
con mayor efectividad, se introducia en el mercado la primidona, un compuesto
generado a partir del metabolismo del PB, pero con menos efectos adversos que éste

(Sciarra, 1954).

Alrededor de 1960 se producen algunos hitos relevantes tanto en el ambito de
la farmacologia general como en el de la farmacologia de las epilepsias: se incorporé el
concepto de farmacocinética en la practica clinica, se instald la tendencia al empleo de
un unico farmaco antiepiléptico (monoterapia) y se implementd el monitoreo de los
niveles plasmaticos de cada FAE, paradigmas y practicas aun vigentes (Shorvon, 2009b).
En 1969 se produjeron avances importantes hacia la estandarizacion de las
herramientas de screening de FAEs, ya que inaugurd el Programa de Desarrollo de
Farmacos Antiepilépticos junto con la creacién de una comision destinada a disefiar los
protocolos de los ensayos clinicos segun las normas establecidas por la Administracién

de Drogas y Alimentos de los Estados Unidos (FDA, Food and Drug Administration). Con
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ello se logré que seis medicamentos con licencia en Europa se evaluaran en una serie de
ensayos clinicos controlados; tres de los cuales fueron aprobados por la FDA: la
carbamazepina (CBZ) en 1974 (Fig. 2.2.a), el clonazepam (CZP) en 1975 (Fig. 2.2.b) y el
acido valproico (VPA) en 1978 (Fig. 2.2.c). El lanzamiento en 1975 del Proyecto de
Deteccién de Anticonvulsivos (ASP, Anticonvulsant Screnning Project) significd otro
notable avance para estimular la investigacion y el desarrollo de nuevos farmacos (Krall

etal., 1978).
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Figura 2.2 Estructuras quimicas de carbamazepina (a), clonazepam (b) y dcido valproico (c).
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Entretanto se producian aquellos grandes cambios, el nimero de farmacos
introducidos en el mercado comenzoé a aumentar considerablemente (Fig. 2.3). En 1958
se lanzé al mercado la etosuximida (ESM) utilizada principalmente en la terapia de las
crisis de ausencia, y la metosuximida, de estructura analoga del anterior y con efectos
protectores frente a las crisis psicomotoras y de ausencia (Weinstein, 1966). Hacia los
1970s, se comenzo a comercializar el VPA utilizado en el tratamiento de los mismos tipos
de crisis, y la CBZ que, si bien en un principio se aprobé como terapia de la neuralgia,
luego se aceptd para su uso como anticonvulsivo. Las benzodiazepinas (BZD), por su
parte, supusieron un gran impacto en aquellos afios no sélo por su uso como ansiolitico
e hipnético, sino también por sus efectos antiepilépticos. Entre las mas destacadas se
encuentran el clonazepam, diazepam, lorazepam, midazolam y clobazam (Riss et al.,

2008). Entre los afios 1989 y 1994, se introdujeron al mercado cinco de las hoy en dia
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principales drogas antiepilépticas: vigabatrina (VGB), oxcarbazepina (OXC), lamotrigina

(LTG), felbamato (FBM) y gabapentina (GBP).
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Figura 2.3 Introduccidon de los FAEs en el mercado.

Hoy en dia, mucho ha cambiado el paradigma en el tratamiento de la epilepsia
respecto de aquel concepto de priorizar la monoterapia, habiendo resurgido la
combinacién de distintos FAEs a dosis menores a las utilizadas individualmente, con el
objetivo de encontrar un efecto sinérgico (Jaime, 2013), principalmente en aquellos
pacientes farmacorresistentes. En los ultimos anos se han introducido en el mercado 17
nuevas drogas antiepilépticas, por lo que, junto con los farmacos convencionales,
actualmente existen al menos 25 FAEs para utilizar en la clinica (Shorvon, 2009b; Lee et
al., 2019). Entre ellos se encuentran el topiramato (TPM), tiagabina (TGB), levetiracetam
(LEV), pregabalina (PGB), estiripentol (STP), rufinamida (RFM), lacosamida (LCM),
eslicarbazepina (ESL), ezogabina (EZG o retigabina, RTG), perampanel (PRP),

brivaracetam (BRV) y cenobamato, recientemente introducido.

26



Capitulo 2
Farmacos Antiepilépticos

2.1.2. Estado actual de los FAEs

Como hemos visto en la seccidon anterior, desde la introduccidon del bromuro de
potasio, el arsenal de farmacos disponibles para tratar la epilepsia se ha diversificado
considerablemente y se han demostrado mejoras con respecto a su disponibilidad y su
eficacia, ademas de favorecer la calidad de vida del paciente y disminuir los efectos
adversos (Lee et al., 2019). Sin embargo, muchos de ellos han caido en desuso debido a
los efectos adversos que se presentan con su administracion o, en algunos casos, a la
falta de eficacia (Shorvon, 2009a, 2009b). Asimismo, los tratamientos que se emplean
sélo intentan suprimir las crisis y, a pesar de que los FAEs actuales presentan diversos
mecanismos de accién (ver seccion 2.3), ninguno de ellos ha logrado prevenir el
desarrollo de la epilepsia (Chen et al., 2018). Se puede diferenciar a los FAEs en aquellos
de amplio espectro, efectivos frente a crisis focales y varios tipos de convulsiones
generalizadas primarias, y aquellos de eficacia mds acotada, los cuales sélo pueden

utilizarse frente a determinados tipos de crisis (Fig. 2.4) (Perucca, 2015).

Hoy en dia, cuando se diagnostica la epilepsia, se prefiere comenzar con
monoterapia, y si el tratamiento falla, muy cominmente se adicionan uno o dos
farmacos que serdn utilizados en conjunto con el primero (de hecho, es habitual que los
nuevos FAEs se aprueben en principio Unicamente como terapia adicional /
complementaria, “add on therapy”). La eleccidon de los fadrmacos de primera y segunda
generacién que se administran en conjunto, a menudo se basa en la experiencia clinica
empirica o en las observaciones anecddticas o en estudios clinicos pequefios (Santulli et
al., 2016). Aproximadamente el 50% de los pacientes epilépticos logran controlar las
crisis con la administraciéon de un solo FAE, en tanto que un 20% a 25% consigue
controlarlas con la adicién de un segundo o tercer farmaco, respectivamente. El restante
25% a 30% de los pacientes presentan epilepsia refractaria o intratable, es decir que no

responden eficazmente a los FAEs (Mercadé Cerda et al., 2015).
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Figura 2.4 Efectividad relativa de los diferentes FAEs disponibles frente a las distintas clases de
convulsiones. ?No efectivo frente a crisis de ausencia. ?Ocasionalmente exacerban las crisis
ténicas, particularmente en pacientes con el sindrome de Lennox-Gastaut y el sindrome de
West. “Puede agravar la epilepsia mioclénica en pacientes con sindrome de Dravet, o las crisis
miocldnicas en otros sindromes. “No hay evidencia de efectividad frente a crisis tonicas y
aténicas, y ademas en el caso de PRP, frente a crisis de ausencia y mioclénicas. ®Efectivo frente
a crisis focales, crisis ténico-clonico bilaterales y caidas acinéticas asociadas al sindrome de
Lennox-Gastaut. 7Efectivo frente a crisis focales, crisis tdnico-cldnico bilaterales, crisis tonico-
clénico generalizadas y caidas acinéticas asociadas al sindrome de Lennox-Gastaut. ®Efectivo
frente a crisis focales y crisis ténico-clénico bilaterales. "No hay evidencia de efectividad frente
a crisis de ausencia y crisis miocldnicas. "CBZ, PHT, TGB, OXC y ESL pueden precipitar o agravar
las crisis de ausencia y mioclénicas. ’GBP y PGB pueden precipitar o agravar las crisis
mioclénicas. “Puede ser también eficaz frente a las crisis miocldnicas. "Puede ser también eficaz
frente a crisis focales, aunque podria precipitar o agravar las crisis miocldnicas. "Aprobado por
FDA para la terapia de las crisis ténico-clonico generalizadas refractarias en pacientes con
sindrome de Dravet, administrado en forma conjunta con CLB y VPA.

Actualmente existe una importante necesidad de descubrir nuevos agentes
terapéuticos para aquellos casos de epilepsia que no logran controlar sus sintomas con
la terapia existente; particularmente en epilepsia se necesitan nuevas terapias para
aquel 30% de pacientes que no responde a los FAEs disponibles, es decir, para aquellos

pacientes farmacorresistentes.
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2.2. Clasificacion de los FAEs

Histéricamente, los FAEs se han clasificado en tres generaciones de acuerdo con

la estrategia utilizada para su desarrollo.
2.2.1. Farmacos de primera generacion

Los farmacos de primera generacién entraron al mercado entre 1857 y 1958,
periodo en el cual no existia un enfoque sistemadtico para el descubrimiento de
farmacos. Se disponia de modelos animales no validados cuyos resultados no siempre
se trasladaban a la clinica, y ocasionalmente algunos compuestos activos podian surgir
de algun evento fortuito. Este grupo incluye el bromuro de potasio, PB y otros
compuestos derivados del acido barbitirico, como PHT, PRM, trimetadiona y ESM

(Léscher & Schmidt, 2011).

La mayoria de los FAEs de esta generacién presentan dos importantes
desventajas. Son potentes inductores de las isoenzimas del citocromo P450 (CYP), tal
como el PB (Chu et al., 2009), de la uridin-glucuronil transferasa (UGT) y de la epoxi
hidrolasa, lo que resulta en interacciones medicamentosas con otros FAEs y con
farmacos de otras categorias. La segunda desventaja es que producen reacciones de

hipersensibilidad (Santulli et al., 2016; Jacob et al., 2019).

2.2.2. Farmacos de segunda generacion

Esta generacion de FAEs comprenden las BZD, CBZ y VPA, introducidos en el
mercado entre 1960 y 1975. Esta generacion se diferencid del PB y sus andlogos, siendo
estructuralmente novedosa. Con ello, se intentaba mejorar la eficacia clinica, con
posible reduccidn de los efectos adversos y/o mejoras en el perfil farmacocinético

(Gerlach & Krajewski, 2010).

Esta segunda generacién tampoco estaba exenta de potenciales interacciones

medicamentosas. El VPA puede considerarse un inhibidor de la actividad de las enzimas
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UGT y de la CYP2C9 (Zaccara &Perucca, 2014), ademads de ser teratogénico y producir
falla hepatica en individuos predispuestos. La CBZ, por su parte, es un potente inductor

de CYP3A4 (Chu et al., 2009).
2.2.3. Farmacos de tercera generacion

La era de los FAEs de tercera generacion comenzé en 1980, de la mano del
paradigma de descubrimiento racional de farmacos. Segun este paradigma, definir
tempranamente un blanco molecular (o target) asociado a la fisiopatologia de la
enfermedad y con el cual se espera que un nuevo farmaco interactue, permite optimizar
mas eficientemente la potencia y selectividad de los candidatos por el blanco. Esta
generacion incluye LTG, VGB, GBP, OXC, TPM, FBM, TGB, LEV, STP, ESL, RTG, PRP y BRV,
entre otros, aunque no todos fueron identificados siguiendo el paradigma de disefio

racional.

Si bien estos FAEs, no logran mejorar la eficacia de los de las anteriores
generaciones, tienen otras ventajas tales como menor frecuencia de interacciones
medicamentosas y mejor perfil de seguridad (Elger & Schmidt, 2008; Johannessen et
al., 2010). En su mayoria, estos farmacos generan menor teratogenicidad y los efectos
sobre la secrecién hormonal, el metabolismo de los huesos y de los lipidos, son mas

leves (Hanaya & Arita, 2016).

2.3. Mecanismo de accion de farmacos antiepilépticos

Como hemos mencionado en secciones anteriores, los FAEs en general
presentan diversos mecanismos mediante los cuales ejercen su accion, vinculada al
objetivo de contrarrestar el desbalance excitatorio- inhibitorio en las células neuronales.
En su mayoria, los FAEs son compuestos de farmacologia compleja, interactuando

simultdneamente con multiples blancos moleculares a nivel central.

En esta seccion, describiremos los mecanismos de accion dilucidados hasta el

momento (los mecanismos de accién de los FAEs mas relevantes se encuentran
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resumidos en la tabla 2.1), los cuales pueden agruparse, segiin su blanco molecular, en
diferentes categorias (Meldrum & Rogawski, 2007):
(1) Aquellos que actian sobre canales idnicos operados por voltaje;
(2) Aquellos que modifican la actividad de canales idnicos activados por un ligando;
(3) Aquellos que actian sobre receptores asociados a proteina G;
(4) Aquellos que ejercen accion sobre transportadores de neurotransmisores (NT);
(5) Aguellos que modulan la funcién de proteinas presindpticas que influencian la
formacidn y funcidn de la vesicula sinaptica;
(6) Aquellos que intervienen en la actividad de enzimas;

(7) Otros mecanismos.
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Tabla 2.1 Principales mecanismos de accidon de los FAEs disponibles. (\/) Principal sitio de
accion; (X) Mecanismo secundario. SV2A: glicoproteina 2A de la vesicula sindptica; GABA: acido
y-aminobutirico; KCNQ2-5: canal de potasio voltaje-operado Kv7.2-7.5.
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2.3.1. Modulacion de canales idnicos operados por voltaje

La excitabilidad neuronal esta determinada por las propiedades de los canales
idnicos presentes en la membrana neuronal. El aumento de la excitabilidad de las
neuronas asociada a una descarga epiléptica podria estar mediado por los canales
idnicos voltaje-operados o bien por aquellos activados por un ligando, como veremos
mas adelante (Elger & Schmidt, 2008). Por tanto, el mecanismo de acciéon de muchos
FAEs comprende la modulacién de la actividad de estos canales para lograr reducir la
excitabilidad neuronal. La distribucién de los canales de sodio, calcio y potasio en los
tejidos es muy amplia y la selectividad preferencial de los farmacos hacia isoformas
presentes en el cerebro respecto de otros tejidos es necesaria, aunque hoy en dia

relativamente poco explorada en el campo de la epilepsia.

Canal de Sodio
voltaje operados

FENITOINA
CARBAMAZEPINA
OXCARBAZEPINA
- ESLICARBAZEPINA
ReTiGABINA —— (4 LAMOTRIGINA
LACOSAMIDA
ZONISAMIDA
TOPIRAMATO

KCQN
Canal de Potasio

LAMOTRIGINA
GABAPENTINA ETOSUXIMIDA

TOPIRAMATO ZONISAMIDA
? |
Canal de Calcio tipo NyP o ca
R fyre-lg

Figura 2.5 Principales FAEs con mecanismos de accion sobre los canales idnicos.

2.3.1.1. Canales de sodio

Los canales de sodio voltaje-operados (voltage-gated sodium channels, VGSC)

poseen ciertas propiedades, como un valor determinado de potencial umbral, que
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definen la iniciacién y propagacion de los potenciales de accion (PA) de las células
nerviosas. La exacerbacion de la actividad de los VGSCs conlleva a la generacion de PAs

descontrolados, clave en el desarrollo de las crisis (Denac et al., 2000).

Existen nueve isoformas distintas de los VGSCs, de las cuales sélo cuatro se
localizan de manera predominante en el SNC—Nay 1.1, Nay 1.2, Nay1.3y Nay 1.6 —y dos
en el sistema nervioso periféricoy en la raiz del ganglio dorsal - Nay 1.7 yNay 1.8. Ademas,
la isoforma Na, 1.9 esta ampliamente expresada en cerebro y corddn espinal (Meldrum
& Rogawski, 2007). En mamiferos, las corrientes rapidas de sodio que provocan PAs
estdn mediadas por las isoformas Nay 1.1, Nay 1.2 y Nay 1.6, los cuales también median
las corrientes de sodio tardias y estan involucrados en el desarrollo de las crisis en
epilepsia (Meldrum & Rogawski, 2007; Palestro et al., 2018). Algunos tipos de epilepsia

resultan de las mutaciones, principalmente, en la isoforma Na, 1.1 (Li & Chen, 2018).

Un numero importante de FAEs actuan bloqueando las corrientes de sodio por
inactivacion de los VGSCs. Entre estos farmacos se encuentran la PHT, VPA, TPM, OXC,
CBZ, FBM, ZNS y LTG (Fig. 2.5), que reducen la severidad de las crisis y aumentan el
umbral posdescarga (Brodie et al., 2011; Stephen & Brodie, 2011; Behere et al., 2019).

2.3.1.2. Canales de calcio

Ademas de los VGSCs, los canales de calcio voltaje-operados también pueden
contribuir al balance en el PA de las neuronas, siendo particularmente importantes en
la generacion de un impulso ritmico y en la propagacion de éste mediando la exocitosis

de NTs (Meldrum & Rogawski, 2007).

De acuerdo con sus propiedades electrofisiolégicas y farmacoldgicas, estos
canales pueden clasificarse en aquellos activados mediante bajo voltaje, también
denominados tipo T, y aquellos que se activan por alto voltaje, que comprenden los
subtipos L, N, P/Q vy R (Simms & Zamponi, 2014). Los canales tipo T estan ampliamente
distribuidos en el tdlamo y generan corrientes transitorias que resultan afectadas en las
crisis de ausencia generalizadas. Los canales de alto voltaje generan corrientes

sostenidas, importantes en la duraciéon y la frecuencia de las espigas epilépticas.
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Particularmente, los canales tipo L se relacionan con la generacién de crisis febriles,
mientras que la pérdida de la funcion de canales tipo P/Q puede generar distonia y
ataxia, agravando las crisis (Zhang et al., 2019). Los canales tipo N se encuentran
distribuidos ampliamente en los nucleos de diferentes neuronas y en células de la glia,

donde se puede observar una expresién aumentada luego del SE (Xu et al., 2010).

Como se muestra en la figura 2.5, la ESM y ZNS son capaces de bloquear
selectivamente a los canales tipo T. Ciertos FAEs inhiben, como parte de un mecanismo
secundario, estas corrientes de calcio, pero presentan otro mecanismo principal de
accion, tal como el PB que actua con los receptores de GABA tipo A (GABAA).
Similarmente, tal como se muestra en la tabla 2.1, el VPA posee multiples mecanismos
por los cuales ejerce su actividad anticonvulsiva, entre los cuales se destaca la unién a
la enzima acido glutamico descarboxilasa (GAD) que aumenta la sintesis de GABA, pero
subyace también el bloqueo de los canales de sodio y de los canales de calcio tipo T

(Abou-Khalil, 2019).

2.3.1.3. Canales de potasio

La presencia de los canales de potasio en las células nerviosas es importante para
limitar la excitabilidad de aquellas, contrarrestando el aumento del potencial de
membrana provocado principalmente por la entrada de iones sodio (Zhang et al., 2019).
En particular, estas células nerviosas expresan canales de potasio voltaje-operados (Ky)
y canales de potasio activados por calcio (Kca), ambos implicados en el desarrollo de la
epilepsia (Wei et al., 2017; Zhang et al., 2019). Existen 40 subtipos dentro de la familia
Kv que incluyen a los canales generadores de la corriente rectificadora de potasio,
responsables de la fase de repolarizacidon de los PAs, asi como también otros tipos de
canales (Kv1, Ky 3, Ky4 y KCNQ) que generan corrientes que juegan un importante rol en
la regulacion de la excitabilidad de neuronas presentes en regiones del cerebro

(neocdrtex e hipocampo) asociadas a la epilepsia (Meldrum & Rogawski, 2007).

Variantes mutacionales del gen KCNA1 codifica canales Ky 1.1 defectuosos que

dan origen a crisis parciales complejas, o mutaciones en el gen KCNQ2 presentes en
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pacientes con convulsiones neonatales familiares benignas (Wei et al., 2017). Sin
embargo, a pesar de que este tipo de canales estan bien estudiados, ain no se han
explorado lo suficiente desde el punto de vista farmacolégico y sélo se conoce la RTG
como farmaco capaz de activar a los canales de potasio tipo KCNQ (Fig. 2.5), ademas de
modular la actividad de los receptores GABAa. En algunos paises, sin embargo, se retird
del mercado recientemente, ya que su uso prolongado se asocid a la aparicion de una

pigmentacion azulada en la piel, uias y retina (Malaga et al., 2019).

2.3.2. Modulacion de canales ionicos activados por ligando

Los canales idnicos asociados a ligandos se abren en respuesta a la unién de
diversos NT u otras moléculas, para poder continuar la transmisién del impulso nervioso.
Esa union se produce en un receptor estrechamente asociado al canal (receptor
ionotrépico). Existen dos grandes superfamilias: los receptores cys-loop y los receptores
ionotrépicos de glutamato. Los primeros incluyen el receptor GABAa, el receptor
nicotinico, el receptor colinérgico, el receptor de glicina y el receptor de serotonina 3 (5-
HT3), entre otros. Entre los receptores de glutamato mas estudiados se encuentran los
receptores del acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropioénico (AMPA) y de N-
metil-D-aspartato (NMDA) (Meldrum & Rogawski, 2007). Gran parte de los FAEs
conocidos ejercen su accién a través de estos canales activados por ligando v,
particularmente, la mayoria actua sobre los receptores GABAa o sobre otras funciones

GABAérgicas, y en menor medida, sobre los receptores de glutamato.

2.3.2.1. Receptores de GABAx

En general, las sinapsis inhibitorias se rigen principalmente por los receptores de
GABAA,, los receptores de GABA tipo C (GABA(c) y de glicina, los cuales estan ampliamente
expresados en el SNC e involucrados en distintas funciones fisiolégicas, tales como el
aprendizaje, la memoria y el control motor (Maleeva et al., 2019). El GABA se une a los

receptores de GABA,, provocando la apertura de los canales de iones cloruro asociados
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a ellos y generando una hiperpolarizacién de las neuronas postsindpticas por aumento
de la corriente de estos iones (potencial postsinaptico inhibitorio). La pérdida de la
funcién de estos receptores conduce a importantes desordenes, entre ellos la epilepsia.
Diversas mutaciones en los genes que codifican el receptor de GABAA dan inicio a crisis

febriles y diferentes tipos de epilepsia (Amundarain et al., 2019).
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Figura 2.6 Mecanismos de accion de los FAEs que actian sobre los distintos puntos clave de la
neurotransmisién GABAérgica.

La actividad de los receptores GABAa puede ser satisfactoriamente regulada por
distintos moduladores alostéricos como, por ejemplo, las BZD y barbituricos (Fig. 2.6)
que actuan de manera directa sobre el receptor y, FBM y TPM que potencian la accién
del GABA (Cotterman-Hart, 2015). Estos farmacos potencian la funcionalidad de estos
receptores a través de diferentes sitios, resultando en un aumento de la inhibicién

frente a la propagacién del impulso nervioso (Sieghart, 2015).
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2.3.2.2. Receptores ionotrdpicos de glutamato

Estos receptores, a diferencia de los anteriores, pertenecen a la superfamilia de
canales catidnicos asociados a ligandos, la cual comprende los receptores postsindpticos
AMPA y NMDA, ademas de los receptores de kainato. Todos los receptores ionotrépicos
de glutamato son permeables tanto a sodio como a potasio, pero difieren en cuanto a
su permeabilidad frente al calcio. En particular, los receptores NMDA son altamente
permeables respecto al calcio, en cambio los receptores de kainato y de AMPA son

permeables al sodio e impermeables al calcio (Gaidin et al., 2019).

La principal funcién de estos es mediar las sinapsis excitatorias en el SNC, por lo
que estas vias se ven involucradas en la gran mayoria de las funciones del cerebro,
pudiendo desencadenar tanto eventos presindpticos como postsinapticos (Meldrum &
Rogawski, 2007). La liberacién presindptica de glutamato da origen a una rapida
despolarizacién de la membrana postsindptica y a diferentes procesos de sefializacién
vinculados a caracteristicas tales como la plasticidad relativa a la memoria y el

aprendizaje (Greger & Mayer, 2019).

Si bien el glutamato es el NT predominante en las sinapsis excitatorias, su
contribucién a la epilepsia se debe al aumento de sus concentraciones extracelulares en
especial luego de las crisis, lo que aumenta el dafo neuronal asociado a las crisis y altera
la expresidn neuronal de los receptores de glutamato y de los recaptadores de este NT
en las células de la glia (Barker-Haliski & White, 2015). Se ha demostrado que los
receptores de NMDA y AMPA sufren cambios rapidos de sus actividades en respuesta a
la hiperexcitacion neuronal. Todavia mas, se demostrd que la actividad de los receptores
de NMDA incrementa, mientras que la actividad de los receptores de AMPA disminuye
luego de inducir la hiperexcitacidon (Kosenkov et al., 2018). Estos cambios contribuyen
a la desestabilizacion neuronal y resultan a largo plazo en un estado de

hiperexcitabilidad.
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Figura 2.7 Mecanismo de accion sobre receptores de glutamato postsinapticos.

Pues bien, teniendo en cuenta el rol del glutamato sobre el desarrollo de las crisis
y los efectos protectores de los antagonistas glutamatérgicos frente a los diferentes
modelos animales, es de destacar la importancia de esta via al momento de plantear el
descubrimiento de farmacos. En 2012 la FDA aprobd la comercializaciéon de PRP, un
antagonista no competitivo del receptor AMPA, que ha demostrado actividad frente a
los test de Maximo Electroshock (Maximal Electroshock Seizure — MES), de
pentilentetrazol subcutaneo (PTZsc) y de 6 Hz (Rogawski & Hanada, 2013). Este farmaco
se emplea como terapia adicional en el tratamiento de crisis de inicio parcial. De igual
forma, el TPM se comporta también como antagonista de los receptores AMPA y de

kainato, entre sus variados mecanismos de accién (Fig. 2.7).
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2.3.3. Modificacion de la actividad de receptores asociados a

proteinas G

Otra manera de provocar la apertura de los canales idnicos es por interaccion,
mediante proteina G, con receptores que no se encuentran estrechamente asociados a
éstos y que responden a la unién de ciertos NT. Particularmente en epilepsia, los
receptores metabotrépicos de glutamato (mGIuR) y los receptores de GABA tipo B
(GABAg) juegan un papel importante en el control de la excitabilidad en las sinapsis
glutamatérgicas y GABAérgicas, respectivamente (Meldrum & Rogawski, 2007). Ambos
se encuentran abundantemente expresados en las membranas presinapticas de
neuronas de hipocampo, de amigdala y del circuito tdlamo-cortical, induciendo su
activacion una disminucidon de la liberacion de NT mediante la inhibicion de las
corrientes de calcio (Girard et al., 2019); aunque también se pueden encontrar en la

membrana postsindptica.

Si bien estas vias estdn pobremente exploradas desde el punto de vista
farmacoldgico en el campo de la epilepsia, se han reportado cambios acentuados en la
expresion y funcién de los mGIluR. Un ejemplo se representa mediante ratones knock
out que no expresan el subtipo mGIuR7 con ubicacidn presindptica y que presentan
mayor susceptibilidad a las crisis y mayor excitabilidad cortical (Sansig et al., 2001). De
acuerdo con el receptor sobre el cual actian y la ubicacién de estos, se han presentado
distintos compuestos agonistas y antagonistas, pero sin embargo su accién
anticonvulsiva sdlo se ha limitado a ser demostrada en modelos animales (Meldrum &

Rogawski, 2007).

Los receptores GABAg se localizan tanto en la membrana presindptica como
postsindptica, y aunque su rol en la epilepsia aun no esta claro, se cree que estan
involucrados en la epileptogénesis. A pesar de que distintos compuestos
(anticonvulsivos y proconvulsivos) han demostrado tener diferentes efectos sobre estos
receptores, no existen actualmente en la clinica farmacos que actuen sobre ellos

(Werner & Covenas, 2011).
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2.3.4. Modulacion de transportadores/recaptacion de

neurotransmisores

Si hablamos de transportadores de NT, existen tres grandes grupos. Los
transportadores vesiculares sirven para transportar especificamente NT dentro de las
vesiculas sindpticas con el fin de ser exocitados. Comprenden los transportadores de
glutamato, GABA, glicina, acetilcolina y otras aminas. El segundo grupo lo conforman los
transportadores de membrana, que regulan la actividad de los NT, tal como aquellos
transportadores que secuestran GABA a partir de la hendidura sinaptica hacia el interior
de la célula. Estos generalmente estan asociados a un transportador de iones que le
provee la energia para el transporte. El Gltimo grupo estd formado por aquellas
proteinas que transportan glutamato y sustancias relacionadas a través de la membrana

plasmatica por acoplamiento con el gradiente de sodio (Meldrum & Rogawski, 2007).

De los transportadores anteriormente mencionados, importa destacar a un
subtipo de transportador de GABA, comunmente conocido como GAT-1, ubicado en las
terminales nerviosas y en astrocitos, cuya funcidn es recaptar aquel NT y limitar o
finalizar con su actividad inhibitoria. TGB es un antagonista Unico altamente selectivo
para GAT-1 (Fig. 2.6), que muestra gran actividad en los distintos modelos animales de
convulsién y estd indicado como terapia adicional de las crisis de inicio parcial. Muy
pocos compuestos han sido reportados por su actividad como analogos de TGB debido
a que presentan como principal efecto adverso la sedacion e insomnio (Xu et al., 2014).
Trabajos recientes han propuesto al farmaco liotironina, utilizado en terapias de

reemplazo hormonal, como inhibidor de GAT-1 (Jurik et al., 2015).

2.3.5. Modulacion de la actividad de proteinas presinapticas

La modulacién de la actividad de las distintas proteinas presentes en las
terminales presindapticas es relevante para el correcto funcionamiento de la transmision
sindptica. Particularmente, la proteina SV2A se encuentra en abundancia en las vesiculas

de las terminales nerviosas y a pesar de no ser indispensable para la liberacién de NT,
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su presencia es fundamental para que la transmisidn del impulso nervioso continde su
curso con normalidad (Mendoza-Torreblanca et al., 2019). Aunque aln las bases
moleculares de la actividad de esta proteina no estan completamente dilucidadas,
algunas evidencias sugieren que tiene multiples efectos reguladores en diferentes
puntos del ciclo vesicular, pareciendo actuar durante la exocitosis por aumento de la
cantidad de vesiculas y durante la endocitosis modulando la internalizacion de la
proteina sinaptotagmina 1 del sensor de calcio (Ohno & Tokudome, 2017). El PA
implicado en la neurotransmision GABAérgica se ve reducido por ausencia de SV2A,
mientras que hay una marcada disminucién de esta proteina durante la epileptogénesis

y en pacientes con epilepsia cronica (Hanaya et al., 2012).

SV2A es el sitio de union para los farmacos pertenecientes a la familia de los
racetam: LEV, BRV y seletracetam. La eficacia de LEV como FAE fue corroborada por la
FDA en 1999, cuando se aprobd para el tratamiento de las crisis de inicio parcial en
adultos. Este farmaco se une a la isoforma de la proteina integral de membrana SV2AYy,
aungue Stout y colaboradores han descripto recientemente las funciones que lleva a
cabo SV2A, nada se sabe aun sobre el rol especifico que esta juega en la epilepsia (Stout
et al., 2019). Ademas, se ha demostrado que LEV actua sobre los canales de calcio tipo
L (Vogl et al., 2015). En modelos animales de epilepsia espontanea e inducida, tal como
ocurre en el modelo de 6 Hz, el LEV y sus andlogos suprimen las crisis, pero a diferencia
de otros FAEs no exhiben actividad protectora frente a las crisis inducidas por el ensayo
de MES o PTZsc. En modelos animales, SV2A se distribuye de distinta manera
dependiendo el estado de la epilepsia, ya sea agudo o crénico. En ratas epilépticas con
epilepsia intratable, hay una menor distribucién de SV2A en cerebro (Hanaya et al.,
2012). Asimismo, en pacientes con epilepsia la expresion de SV2A se encuentra

comunmente reducida.

LEV se utiliza en formulaciones orales e intravenosas (IV) como antiepiléptico de
amplio espectro, demostrando amplia eficacia como terapia complementaria para crisis
focales, crisis tonico-cldnicas generalizadas y crisis miocldnicas (Cotterman-Hart, 2015;

Abou-Khalil, 2019). LEV en formulaciones IV se ha empleado como agente de segunda
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linea en el tratamiento del SE. Por otra parte, su analogo BRV es de 15 a 30 veces mas
potente y selectivo, con mayor permeabilidad demostrada frente a la barrera
hematoencefdlica debido a su mayor caracter lipofilico (Milovanovié¢ et al., 2017;
Stephen & Brodie, 2018). Ademds de actuar sobre SV2A, este farmaco presenta
actividad sobre los VGSC. Somnolencia, mareos y fatiga son los efectos adversos mas
comunes que se presentan con la administracién de esta familia de farmacos, aunque

también pueden aparecer irritabilidad y depresion.

LEVETIRACETAM
BRIVARACETAM

| El.

Merbrana post sindptica

Figura 2.8 Mecanismo de accién de Levetiracetam y Brivaracetam: Inhibicion sobre la proteina
vesicular sindptica 2A (SV2A).

Como ya se menciond, las evidencias estudiadas hasta el momento indican que
se requiere una expresion y funcion de SV2A normales para mantener la transmisién de
sefales a través de las neuronas, y que la falta de esta misma proteina o la pérdida de
su funcion resulta en un aumento en la susceptibilidad de las crisis (Stout et al., 2019).
Por ello, podemos considerar a SV2A como un blanco novedoso poco explorado para el

desarrollo de nuevas drogas anticonvulsivas.
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2.3.6. Modulacion de la actividad de enzimas presinapticas

Las enzimas presentes en las terminales nerviosas estdn involucradas en
diferentes mecanismos que regulan la transmision del impulso nervioso. Luego de
numerosos estudios, dos importantes enzimas se han reconocido como blanco de

algunos FAEs: la enzima GABA transaminasa (GABA-T) y la anhidrasa carbdnica (AC).

La GABA-T participa del catabolismo de GABA, dando como producto el acido
succinico (Fig. 2.6), luego de ser removido del espacio sinaptico de manera de finalizar
con su accion inhibitoria. La VGB se identific6 como inhibidor irreversible de esta
enzima, dando como resultado una potenciacién de GABA respecto de la inhibicion vy,
por ende, una prolongada actividad anticonvulsiva (Abou-Khalil, 2019). Este farmaco se
utiliza como tratamiento de primera linea en espasmos infantiles y como terapia
adicional en otros trastornos convulsivos, incluidas las crisis focales complejas reflexivas,
epilepsia resistente al tratamiento y crisis generalizadas, entre otros (Walters et al.,

2019).

La AC esta presente en la sangre y en el cerebro, cumpliendo como funcién
importante la regulacion del pH intra y extracelular a través de la hidratacion de CO; a
HCOs (Villalba et al., 2016). El desbalance en el pH produce cambios en la excitabilidad
neuronal por despolarizacion de la membrana y alteraciéon en la neurotransmisiéon
GABAérgica (Ruusuvuori & Kaila, 2014). Los inhibidores de esta enzima se emplean
como farmacos diuréticos y antiglaucomatosos, pero en los ultimos afios se ha estudiado
su posible aplicacion en el campo de la epilepsia (Supuran, 2013). Acetazolamida, TPM

y ZNS entre sus tantos otros mecanismos, inhiben la AC.

2.3.7. Otros mecanismos

Ao tras afio, nuevos mecanismos se reportan como puntos clave de

intervencion en la fisiopatologia de la epilepsia, llevando a una mayor comprensién de
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aquellos procesos que dan origen a las crisis y permitiendo abordar este desorden
neurolégico multifactorial desde diversas perspectivas. Asi, por ejemplo, se ha
identificado que una variedad de procesos inflamatorios produce dafio e inflamacion del
tejido neuronal, generando mayor susceptibilidad a las crisis (Kambli et al., 2017). En
estos procesos participan diferentes mediadores, tales como citoquinas, interleuquinas
y prostaglandinas, que son posibles blancos terapéuticos de nuevas drogas
anticonvulsivas (Shimada et al.,, 2014). Los corticoesteroides, tales como la
dexametasona, se han utilizado en el tratamiento de determinados tipos de epilepsia en
pacientes pediatricos, ya que también estdn implicados en los procesos inflamatorios

(Herrera-Vazquez et al., 2016).

Otro blanco molecular interesante es la glicoproteina P (Pgp) y su relacion en el
desarrollo de la epilepsia. Particularmente, la sobreexpresion de este transportador de
eflujo contribuye a la farmacorresistencia asociada a la epilepsia. Tratamientos
complementarios con farmacos que prevengan esa sobreexpresion o inhiban la funcién
de la Pgp, podrian ser utiles para ser empleados en pacientes con epilepsia refractaria
(Enrique et al., 2019). La inhibicion de la Pgp puede realizarse de manera directa o bien,
via modulacién del receptor de NMDA y mediante la accién de la ciclooxigenasa 2 (COX-

2) (Kambli et al., 2017).

Ademas de los anteriores, existen otros cuantos mecanismos implicados en el
origen de las crisis y su progresion a la epilepsia, que podrian explorarse aun con mayor
detalle con el propdsito de descubrir nuevos agentes terapéuticos. Estos comprenden
la modulacion a través de nucledtidos ciclicos de canales activados por
hiperpolarizacion, responsable de la generacién de crisis focales y generalizadas (Shah
etal.,2013); la modulacién de canales de potasio voltaje-operados Ky7, que contribuyen
a la hiperexcitabilidad neuronal (Seefeld et al., 2018); regulacion de los procesos
implicados en el stress oxidativo, especificamente a través del factor de transcripcién
Nrf2 (Carmona-Aparicio et al., 2015); la modulaciéon del cotransporte de Na-K-2Cl
(NKCC1) y de K-CI (KCC2), que parecen contribuir a la generacién de las crisis mediante

una despolarizacion mediada por GABA (Léscher et al., 2013); la modulacion de los
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receptores purinérgicos, los cuales modulan a su vez la respuesta inflamatoria (Cieslak
et al., 2017); y la modulacién de la diana de rapamicina en células de mamiferos mTOR
(mammalian target of rapamycin en inglés), cuya activacidn excesiva se relaciona

estrechamente a diferentes condiciones epileptogénicas (Citraro et al., 2016).
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3.1. Evaluacion de Anticonvulsivos en Modelos Animales

Un modelo animal intenta describir algin fendmeno biolégico estudiado en una
especie que, idealmente, resulte comoda para la manipulacién y que represente con la
mayor similitud posible a aquella otra especie objetivo que se quiere estudiar (van der
Staay, 2006). Los modelos animales no sélo permiten un manejo mas cémodo durante
el estudio, sino también un mejor control de las variables que podrian llegar a
condicionar el resultado. Dichos modelos se pueden agrupar en diferentes categorias,
entre las cuales estdn los modelos inducidos, los modelos espontaneos (que surgen de
mutaciones espontaneas) y los modelos genéticamente modificados (Hau, 2008). Tal
como veremos mas adelante, durante el desarrollo de este trabajo de tesis hemos
optado por un modelo inducido para poder validar experimentalmente nuestra

seleccion asistida por computadora de candidatos anticonvulsivos.

Un requisito esencial para mejorar el éxito durante la busqueda de fdrmacos es
la disponibilidad de modelos animales con alta capacidad predictiva. Para la evaluacién
de un compuesto promisorio, los modelos animales se seleccionan, disefian y conducen
cuidadosamente, siendo una de las etapas mas importante y critica de cualquier
proyecto de descubrimiento de farmacos (Ericsson et al., 2013; Loscher, 2017). Se
consideran modelos animales vélidos aquellos que son capaces de reproducir total o
parcialmente las caracteristicas clinicas de la enfermedad, para luego intentar trasladar
los resultados y conclusiones obtenidos a un sistema mas complejo como el ser humano
0 a otras especias animales. Particularmente en epilepsia, existen modelos de crisis
epiléptica con alta capacidad predictiva y un exitoso historial clinico derivado de esos
modelos (Denayer et al., 2014). Los distintos modelos se emplean con diferentes
propésitos, entre ellos no sélo para identificar novedosos compuestos anticonvulsivos y
evaluar la eficacia especifica frente a uno o varios tipos de crisis o epilepsias, sino
también para conocer si el nuevo fdrmaco presenta ventajas respecto a aquellos FAEs

gue se encuentran ya en el mercado (Léscher, 2011).

55



Capitulo 3
Modelos Animales

A pesar de que los avances bioquimicos y neurofisioldgicos a nivel celular han
permitido la identificacion de blancos moleculares para los FAEs, no es aun posible que
las evaluaciones in vitro reemplacen los ensayos de screening en modelos animales. Los
sistemas in vitro no pueden modelar en su totalidad el proceso fisiopatolégico
subyacente ni los procesos farmacodindmicos especificos requeridos para la protecciéon
de las crisis, los cuales ademas del blanco molecular incluyen distintas biomoléculas que
podrian causar efectos colaterales o mas bien interferir con la actividad deseada.
Ademas, nada dicen los ensayos in vitro sobre la biodisponibilidad, que en este caso
impone el pasaje de las moléculas de fdrmaco a través de la barrera hematoencefilica,

entre otras caracteristicas (Castel-Branco et al., 2009).

Estos modelos incluyen cortes de tejido cerebral de roedores, cultivos de células
provenientes del SNC de diferentes especies y preparaciones de tejidos cerebrales
intactos. La actividad epileptiforme en este tipo de modelos puede ser provocada por
alguna alteracion iénica o farmacolégica en preparaciones de animales no tratados
previamente; o utilizando tejidos de animales que han sufrido un ataque epileptogénico;
o bien, mediante el empleo de modelos genéticos de epilepsia con un fenotipo in vitro
(Raimondo et al., 2017). En general, los cortes de cerebro poseen la ventaja de retener
la arquitectura del tejido, con la presencia de receptores y sistemas celulares relevantes
y, no menos importante, la conectividad entre las areas. Si bien en éstos se pueden
controlar las condiciones externas y manipular cuidadosamente los cortes de tejido, los
mecanismos involucrados en la induccién de los eventos tipo crisis son altamente
variables (Grainger et al., 2018). Algunas de las desventajas asociadas, la dificultad de
extrapolacidn a otras especies que reduce la utilidad de los modelos ex vivo, como asi
también los altos costos que insume el mantenimiento de los cortes. En contraste con
este tipo de modelos, se presentan los cultivos de corte organotipicos, los cuales son
mantenidos in vitro por un tiempo prolongado en condiciones adecuadas. De esta
manera, requieren de un medio de cultivo provisto de factores de crecimiento
esenciales, hormonas y metabolitos. En general, los cultivos incluyen células de
diferentes regiones del cerebro incluyendo el hipocampo, cértex, cerebelo y estructuras

del tronco encefilico, para las cuales se retienen las propiedades intrinsecas de
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conectividad en el tejido. Se recuperan ampliamente luego de un insulto y son
particularmente utilizados para evaluar efectos a largo plazo. Sin embargo, estos
cultivos son muy sensibles a la variabilidad de las condiciones de cultivo y al tiempo que

lleva mantenido in vitro (Raimondo et al., 2017).

Algunos modelos in vitro involucran el hipocampo o cerebro entero, los cuales
se emplean en estudios electrofisioldgicos o de imagen. En estos se preserva la
integridad celular, asi como también la conectividad en todo el tejido completo
(Raimondo et al., 2017). La principal limitacion es la oxigenacion del tejido, para lo cual
se necesitan camaras de perfusion especiales para llegar a oxigenar las partes
profundas. Por otra parte, consideraciones y consentimientos éticos limitan la
utilizacidon de tejido cerebral humano, por lo que cultivos de células madre humanas
representan una alternativa viable, que permite a los investigadores generar redes
neuronales funcionales para evaluacién de drogas con alto rendimiento (Grainger et al.,

2018).

En los ultimos 80 afios, los modelos animales han sido muy utiles para identificar
nuevos agentes terapéuticos candidatos a ser utilizados en el tratamiento de la epilepsia
(Loscher, 2017). Diferentes farmacos anticonvulsivantes que se introdujeron en el
mercado farmacéutico fueron identificados mediante la evaluacion en modelos
animales convencionales de crisis aguda, las pruebas de MES y de PTZsc (Wang & Chen,
2019). La evidencia clinica sugiere, sin embargo, que mediante los mencionados
modelos se dificulta la identificacibn de terapias eficaces en pacientes
farmacorresistentes; por ello, el Instituto Nacional de Salud de los Estados Unidos
(National Institute of Health, NIH) ha propuesto en los ultimos afios un nuevo protocolo
en el marco del Programa de Screening de la Terapia de Epilepsia (ETSP, por sus siglas
en inglés) para fomentar y facilitar la identificacion de compuestos con perfiles
farmacoldgicos novedosos, ayudando por otro lado a comprender cuales son los
mecanismos basicos  fisiopatolégicos  desencadenantes de las crisis
(https://panache.ninds.nih.gov/, tltimo acceso septiembre 2019; Kehne et al., 2017).

Este Programa pone el foco en la deteccién de nuevos farmacos que aborden las
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necesidades médicas insatisfechas en epilepsia, especificamente Ila epilepsia
farmacorresistente, la epileptogénesis y la progresion de la enfermedad (Wilcox et al.,

2019).

Tal como se esquematiza en la figura 3.1, el protocolo comprende una fase inicial
de identificacion, seguida de una fase de diferenciacidn. La evaluacién de los nuevos
candidatos en etapas tempranas del Programa permite seleccionar aquellos

compuestos que resultan promisorios, mientras se descartan aquellos que poseen poca

o nula actividad (White et al., 2006).

IDENTIFICACION DIFERENCIACION

Modelo 6 Hz (44 mA)
Ensayo MES
Ensayo de neurotoxicidad

Modelo de Epilepsia del
Lébulo Temporal Mesial
(Raton)

DE;, y DT,

(Ratén) /  Compuestos mas

promisorios

Modelo de Corneal
Kindled
(Raton)

Modelo de crisis
espontaneas
subsecuentesal
Status Epiléptico

Modelo del
Acido Kafnico

m— = = = =

Cuantificacion

MES, Tox
DEs, y DTs,

Modelo de Status (Rata)

Epiléptico
Post Kainato

Modelo de crisis de encendido
amigdalino resistente a LTG

(Ratas)

Se descarta ¢éSe justifica avanzar?

Figura 3.1 Diagrama de flujo sobre la evaluacién de compuestos candidatos a anticonvulsivos en
modelos animales. Adaptado de https://panache.ninds.nih.gov/CurrentModels.aspx. DEso:
dosis efectiva 50; DTso: dosis toxica 50; MES: Maximal Electroshock Seizure Test; Tox: Test de
Toxicidad; LTG: Lamotrigina. El ensayo PTZsc sélo se lleva a cabo si se justifica.

En la fase | se realiza una evaluacion cualitativa de la actividad anticonvulsivante:

los candidatos son evaluados en dos modelos de crisis aguda en ratones normales, con
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el fin de clasificarlos segun el nivel de actividad anticonvulsiva y establecer la posible
neurotoxicidad. Para ello, se realizan el ensayo MES y el modelo de 6 Hz a 44 mA para
crisis parciales, y el test de Rotorod (Deacon, 2013) o el test de la chimenea (Fréchou et
al., 2019). Siempre que se justifique también se evaluan los compuestos frente al
modelo de crisis provocadas por PTZsc. Los compuestos promisorios se administran por
via intraperitoneal (i.p.) a las dosis propuestas de 30, 100 y 300 mg/kg, y se evaltan a
diferentes tiempos, 30 minutos y 2 horas, pudiendo ajustarse estos valores segun otros
datos de bibliografia. Asimismo, la neurotoxicidad de los compuestos se pone en
manifiesto en los ensayos del Rotorod y la chimenea mediante signos de ataxia y
sedacion. Luego de evaluar un compuesto en los modelos mencionados, usualmente se
ensaya en el modelo MES en ratas. Para evitar descartar compuestos con mecanismos
de accion novedosos, que no sean efectivos frente a las pruebas de MES o de 6 Hz, el
programa propone ensayos adicionales a la fase de identificacion como el modelo de
encendido corneal en ratones y un ensayo in vitro, en el cual se evalla la actividad del
compuesto en un corte cerebral de hipocampo aislado de ratas epilépticas encendidas
con kainato (Rho & White, 2018). De acuerdo con los resultados de la fase |, los

compuestos se clasifican en distintas categorias, como se muestra en la tabla 3.1.

Tabla 3.1 Clasificacion de los compuestos en cuatro categorias en la fase I. De acuerdo con la
dosis a la cual muestran actividad y a su neurotoxicidad, se prosigue a la siguiente etapa de
evaluacion.

Categoria Actividad - Dosis Neurotoxicidad Evaluacion en fase ll

| <100 mg/kg No Si
1 300 mg/kg No Si justifica
"l > 300 mg/kg No No
) <100 mg/kg Si No

En la fase Il se determina cuantitativamente la actividad anticonvulsiva en
ratones a través de diferentes parametros. Se determina la dosis efectiva 50% (DEso), el

tiempo de efecto maximo (TEM), el tiempo de toxicidad maxima (TTM) y la dosis tdéxica
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50% (DTso) en el test de Rotorod. Las DEsgy DTso se utilizan para estimar del indice de
Proteccion (IP = DEso/DTso). Las fases siguientes del Programa comprenden la
determinacién del perfil de toxicidad por via oral, la elucidacion del mecanismo de
accion, el efecto de la administracidn prolongada de los farmacos, entre otros estudios

avanzados (Enrique, 2016; Kehne et al., 2017).

Como hemos mencionado, los anteriores ensayos se realizan en animales sanos.
Si bien la sensibilidad de los ratones normales frente a los anticonvulsivos puede ser
diferente a la de los animales epilépticos, los modelos agudos ofrecen ciertas ventajas:
(1) Son adecuados para la deteccion rutinaria de un gran numero de posibles
anticonvulsivos; (2) Los modelos inducidos son menos costosos que los modelos
genéticos; (3) Los ratones con epilepsia genética estan asociados a una mayor tasa de
falsos positivos cuando se utilizan para el screening de farmacos; (4) La base de datos
histérica de evaluaciones farmacoldgicas en animales normales es extremadamente

grande y permite comparaciones a gran escala (Stables & Kupferberg, 2005).

En este capitulo se describen los modelos animales mas frecuentemente
utilizados en el marco del protocolo del NIH y empleados en nuestro laboratorio, y una
pequefiia resefia general de los restantes modelos que recomienda el ETSP. Finalmente,
con mayor detalle, se explica el modelo que atafie a este trabajo de tesis, el modelo de

crisis aguda de 6 Hz.

3.2. Buenas practicas de bienestar animal en modelos animales

La utilizacién de animales para la practica de investigacion debe estar
correctamente fundamentada, de acuerdo con los objetivos que se persigan y los
beneficios que se prevean a partir de esa investigacion. Es alli donde se deben tener en
cuenta las buenas practicas de uso y bienestar animal, de manera de poder identificar
posibles dafios al animal de experimentacion, minimizando aquellos inevitables y

eliminando aquellos evitables (Jefferys, 2017). En modelos de crisis agudas y de
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epilepsia donde el daiio producido por la induccién de las crisis es inevitable, la relacion

costo-beneficio debe evaluarse cuidadosamente.

En 2011, el NIH en su seccién de Etica y Uso Animal publicé la Guia del Consejo
Nacional de Recursos para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (National

Resources Council Guide for the Care and Use of Laboratory Animals), donde propone:

“La utilizacion de animales en investigacion requiere de un pensamiento critico
(...) El uso de animales de experimentacion es un privilegio otorgado por la sociedad a la
comunidad cientifica con la expectativa de que dicho uso proporcionard nuevos
conocimientos significativos o conducird a una mejora en el bienestar humano y/o

animal...” (National Resources Council, 2011).

En 1959, Russell y Burch generaron un hito en la investigacion sobre el uso de
animales de experimentacién imponiendo el concepto de las 3Rs: reemplazo,

refinamiento y reduccion de los animales en investigacién (Russell & Burch, 1959).

El principio de reemplazo constituye un gran avance con respecto al cribado de
nuevas drogas estudiadas para una determinada patologia y a los estudios de toxicidad.
Muchos de los ensayos que se realizaban y realizan en animales, pueden ser
reemplazados por estudios in vitro adecuadamente validados, obteniendo la
informacién deseada en un sistema mas sencillo, por ejemplo un cultivo celular, y
evitando el sufrimiento animal innecesario (Burch, 2009). Por otra parte, el reemplazo
también puede realizarse, en alguna medida, mediante el uso de modelos
computacionales estrictamente validados (Jefferys, 2017). En lo que refiere a la
investigacion en epilepsia, un ejemplo de reemplazo es el uso creciente de células madre
pluripotenciales inducibles extraidas de personas con epilepsia de origen genético, para

investigar los fenotipos (Muotri, 2009; Grainger et al., 2018).

Cuando se habla de reduccion, nos referimos a la minimizacion del niumero de

animales de experimentacidon que se utilizan en cada experimento, cuidando que el
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numero reducido sea, sin embargo, lo suficientemente grande para obtener

conclusiones confiables desde el punto de vista estadistico (Jefferys, 2017).

Por ultimo, el principio de refinamiento supone el disefio de protocolos que
minimicen el sufrimiento experimentado por los animales que forman parte del estudio.
El sufrimiento esta definido bajo los conceptos de dolor, angustia, sufrimiento y/o dafio
duradero (Jefferys, 2017). Para ello se ha definido el punto final humanitario teniendo

en cuenta las caracteristicas del modelo y del dafio o sufrimiento que experimenta.

Existen diferentes comités de ética a nivel internacional, cuyo propdsito es
establecer ciertas reglas y recomendaciones para llevar a cabo protocolos de buenas
practicas para el uso y bienestar de los animales de experimentacién (Tannenbaum,
2017). Por ejemplo, en modelos de epilepsia en roedores, recomendaciones sobre el
refinamiento y bienestar fueron detalladas por el Centro para el Reemplazo,
Refinamiento y Reduccién de Animales en Investigacién (NC3Rs), la cual es una

organizacién cientifica fundada por el gobierno de Reino Unido (Lidster et al., 2016).

En relacion con nuestro trabajo, los ensayos en animales fueron realizados bajo
un protocolo aprobado por el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales
de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Exactas de la UNLP (ver Anexo 4 del

Material Suplementario).

3.3. Modelos de convulsiones agudas

Los modelos de crisis agudas se utilizan para identificar la actividad
farmacoldgica de un compuesto promisorio. Son los ensayos mas simples donde se
induce una crisis en animales sanos no epilépticos, ya sea mediante la aplicacién de un

estimulo fisico o un estimulo de naturaleza quimica (Giardina & Gasior, 2009).
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3.3.1. Modelo de Maximal Electroshock Seizure (MES)

El modelo MES es un modelo bien caracterizado y estandarizado, desarrollado
por Toman y colaboradores hace mas de 70 aiios, a través del cual se predicen aquellos
farmacos efectivos frente a crisis tonico-clénico generalizadas (Toman et al., 1946). A
pesar de que habitualmente se describe que este ensayo detecta compuestos
anticonvulsivos que actian sobre canales de sodio operados por voltaje, la mayoria de
los farmacos identificados mediante este ensayo interactian ademads con otros blancos
moleculares implicados en la generacidn de las crisis, tales como los canales activados
por potasio o los receptores NMDA o AMPA (Bialer & White, 2010). Se ha establecido
que la mayoria de los FAEs aprobados presentan una farmacologia compleja, pudiendo
caracterizarselos como agentes con multiples blancos moleculares y mecanismos de

accion (Bianchi et al., 2009).

En el modelo de MES, las crisis se inducen en animales sanos mediante la
aplicacion de un estimulo eléctrico a través de electrodos de oreja. El estimulo aplicado
es entre 5y 10 veces mayor al umbral convulsivo, evitando asi que durante la induccién
de convulsiones ténico-cldnicas se produzcan sesgos debido a las fluctuaciones inter- e
intraindividuales en dicho umbral. Utilizando un generador de pulsos, un estimulo
eléctrico de 60 Hz (frecuencia de pulso) y 50 mA (intensidad de corriente en ratones; en
ratas se utilizan 150 mA), seteado en un ancho de pulso de 0,6 ms, se entrega mediante
electrodos corneales o auriculares al animal durante 0,2 segundos (Fig. 3.2). En animales
sin tratamiento anticonvulsivante, esta estimulacidn es suficiente para generar una
flexion seguida de extensién ténica caracteristica de los miembros posteriores, que
perdura 3 segundos. Se considera proteccidn cuando el animal, luego de ser estimulado,

no presenta dicha extensidn tdonica del miembro posterior (Castel-Branco et al., 2009).
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Figura 3.2 Modelo de Maximal Electroshock Seizure (MES). Arriba: Protocolo resumido de
ensayo. Abajo: Caracterizacion de las crisis. (Tomado de Enrique, 2016).

Como ventajas, este modelo ofrece un punto final claro, y estd demostrada la
alta correlacién entre la capacidad de un farmaco de inhibir el MES en roedores y su
efectividad respecto de las crisis tonico-clénico generalizadas en humanos. Esto es, las
crisis evaluadas en este modelo son altamente reproducibles y electrofisiolégicamente

consistentes con las crisis en humanos (Kandratavicius et al., 2014).

3.3.2. Modelo de crisis parciales de 6 Hz

El modelo de 6 Hz en ratdn fue originalmente descripto por Toman en 1951 como
un modelo de crisis psicomotoras. Sin embargo, entrd en desuso debido a que farmacos
como PHT y LTG, no demostraban actividad frente a este modelo, lo cual se consideraba
inconsistente con la eficacia clinica de dichos farmacos (Brown et al., 1953). Varios anos
mas tarde, el modelo fue reconsiderado por su sensibilidad frente a LEV (Barton et al.,

2001), el cual no mostraba actividad frente a los modelos de MES y PTZsc. Este farmaco

64



Capitulo 3
Modelos Animales

posee mecanismos de accién novedosos y diferentes de los otros antiepilépticos
convencionales, interactuando con la proteina SV2A y canales de calcio presinapticos
(Alrabiah, 2019). Es por ello que recientemente se incorporé el modelo 6 Hz a las fases
tempranas del programa ETSP del NIH para la evaluacion de nuevos farmacos

anticonvulsivos con potencial actividad frente a la epilepsia refractaria (Loscher, 2011).

El modelo de 6 Hz se describe como un modelo agudo en el que se aplica una
estimulacion a baja frecuencia (6 Hz) y larga duracién (3 segundos) con el fin de inducir
en los animales crisis parciales que son similares a las crisis psicomotoras observadas en
pacientes con epilepsia parcial (Fig. 3.3), como la epilepsia del I6bulo temporal (Barton
etal.,2001). A baja intensidad se generan crisis en el 97% de los animales (CCo7= 22 mA),
pero el modelo no es capaz de discriminar entre las diferentes clases de FAEs.
Incrementando la intensidad de corriente en al menos un 50% (por ejemplo, a 32 mA)
disminuye la sensibilidad de las crisis a PHT y LTG. Al duplicar la intensidad respecto de
la CCo7 (44 mA), sélo algunos FAEs como LEV y VPA, demuestran proteccion completa
frente a crisis inducidas. Basandose en estas observaciones, se sugiere que la
estimulacion de 6 Hz a 44 mA debiera ser resistente a moduladores del canal de sodio,
tales como PHT y LTG, mientras que drogas con otros mecanismos, particularmente
compuestos que actuen sobre las vias GABAérgicas, son menos efectivos (Léscher,
2016). Algunos de los FAEs utilizados en la clinica, incluyendo LEV, RTG, BRV y
carisbamato, suprimen potencialmente las crisis inducidas a 44 mA, pero no hay
evidencia clinica que presenten una eficacia superior en pacientes con crisis parciales
refractarias. Con esto, muchos autores proponen que este modelo animal
probablemente no sea efectivo para identificar farmacos eficaces contra crisis
refractarias, sino como aquel que nos ayude a discriminar los farmacos basados en su

mecanismo de accién (Kehne et al., 2017).
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Figura 3.3 Modelo de crisis aguda de 6 Hz. Arriba: Protocolo resumido de ensayo. Abajo:
Caracterizacién de las crisis. (Tomado de Enrique, 2016).

Existen dos enfoques o estrategias empleadas en el modelo de crisis aguda de 6
Hz. El primer enfoque involucra el procedimiento de “escalera” o método de “up and
down” (Barton et al., 2001; Thomas et al., 2012; Nieoczym et al., 2013), los distintos
animales reciben corrientes eléctricas de intensidad variable, aumentando la misma
cuando un ratdn evaluado previamente no presentd crisis al ser estimulado, o
estimulando al animal con una intensidad menor cuando el ratén evaluado
anteriormente presenta crisis. Los resultados son expresados como intensidad de
corriente critica necesaria para inducir crisis en el 50% (CCso) y 97% (CCo7) de la
poblacién. La desventaja de este método es que se utiliza una cantidad considerable de
animales, siendo necesario evaluar al menos seis intensidades de corriente, empleando
al menos seis animales para cada una de ellas. El otro procedimiento involucra la
estimulacion de los animales a una intensidad de corriente fija, la cual induce crisis en
el 100% de los animales sanos (Barton et al., 2003; Shimshoni et al., 2008; Wojda et al.,

2009; Florek-Luszczki et al., 2014). En nuestro trabajo de tesis, utilizamos este ultimo a
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una intensidad de corriente fija de 44 mA para evaluar la potencia anticonvulsiva de los

compuestos seleccionados a través del tamizado virtual.

Las crisis se caracterizan mediante la presencia de diferentes signos en el animal,
como por ejemplo inmovilidad, clonias de miembros anteriores y cola erecta, mas
conocido como “straub tail”. Algunos autores toman como pardametro la presencia o
ausencia de clonus de extremidades anteriores para determinar si el animal desarrollé
o no crisis luego de la estimulacion y la puntian segun la siguiente escala: (0) ausencia
de clonus de miembros anteriores; (1) leve, clonus de un solo miembro anterior; (2)
grave, clonus de ambos miembros anteriores (Esneault et al., 2017). Otros proponen
determinar la duracidn del intervalo de tiempo en el cual el animal presenta crisis,
caracterizadas como se menciona previamente, estado que dura alrededor de 60 a 120
segundos luego de la estimulacién, dependiendo del animal. Si el compuesto protege al
ratén de la crisis, la duracidn de esta es menor a 10 segundos inmediatos a aplicar la
corriente. Esto entonces genera una desventaja ya que, en la practica, se requiere un
ojo entrenado para determinar con precisidon la duracién de la convulsidon, mientras

simultdneamente se caracteriza la crisis.

Leclercqg y Kaminski sefialan la importancia de conocer la especie que se utiliza
cuando se emplea este modelo en particular, ya que estudiaron como la carga genética
afecta la respuesta frente a las distintas intensidades luego de administrar diferentes
farmacos (Leclercq & Kaminski, 2015). Por ejemplo, los ratones de la cepa NMRI son

mucho mas responsivos a LEV respecto de la cepa CF-1 y no son resistentes a PHT.

3.3.3. Modelo de pentilentetrazol subcutaneo (PTZsc.)

Otro modelo utilizado en nuestro laboratorio es el modelo de PTZsc. El PTZ o
metrazol fue sintetizado en 1924 y luego de reporte de su accidon convulsivante se utilizé
en diversos laboratorios para evaluar drogas con actividad anticonvulsiva (Hildebrandt,
1937). Unos ainos mas tarde, Everett y Richards describieron definitivamente el modelo

y demostraron que las crisis inducidas por PTZ podian ser bloqueadas por trimetadiona
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y PB, pero no por PHT (Everett & Richards, 1944). Esto llevd a pensar que este modelo
era sensible frente a aquellos FAEs de primera linea utilizados en el tratamiento de crisis
de ausencia generalizadas, tal como ESM, trimetadiona, VPA y BZD (Krall et al., 1978;
Loscher, 2017). Sin embargo, al igual que sucede con los otros modelos animales,
algunos farmacos inactivos en el mismo, como por ejemplo LTG, se utilizan de manera

efectiva en el tratamiento de las crisis de ausencia (White, 2003).

El PTZ es un antagonista no competitivo que actua en el sitio de unién de
picrotoxina de los receptores GABAA (Huang et al., 2001; Jung et al., 2002). El modelo
implica la administracién subcutdnea del mismo, generalmente a una dosis fija de 85
mg/kg y 90 mg/kg en ratones y ratas normales, respectivamente. Tales dosis son
suficientes para inducir crisis clénicas con una duracién de al menos 5 segundos en el
97% de los animales evaluados (Loscher, 2011) (Fig. 3.4). Se monitorea, pues, la duracion
y severidad de las crisis inducidas, y también puede estudiarse la latencia de éstas. Las
crisis estan caracterizadas de acuerdo con una escala descripta por Mandhane y
colaboradores (Mandhane et al., 2007): (Fase 1) piloereccién, movimientos de bigotes,
guifio de ojos, movimiento de cabeza o nodding; (Fase 2) sacudidas miocldnicas; (Fase
3) clonus de extremidades anteriores; (Fase 4) posicidn de canguro; (Fase 5) crisis clénica
generalizada con pérdida de la postura; (Fase 6) crisis ténica generalizada. Los animales
se observan durante los 30 minutos inmediatos a la administracion de la droga (Léscher,
2011). El criterio de proteccién para un compuesto evaluado frente a este modelo suele
ser la ausencia de crisis cldnica, ya sea parcial o generalizada (Mandhane et al., 2007;
Yuen & Trocdniz, 2015). Dependiendo de la dosis, el PTZ puede generar mioclonias,
convulsiones cldnicas y/o extensiones ténicas de los miembros anteriores y posteriores

(Mandhane et al., 2007).
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Figura 3.4 Modelo de induccién quimica por PTZ. Arriba: Protocolo resumido del ensayo. Abgjo:
Caracterizacion de las crisis (Tomado de Enrique, 2016).

3.4. Modelos cronicos de crisis inducidas

Los modelos crénicos de crisis inducidas comprenden animales que muestran
una persistente disminucién en el umbral de las crisis, pero para los que, sin embargo,
no se ha reportado evidencia de crisis que se generen de manera espontanea. Tales
modelos pueden ser inducidos, como los modelos de encendido o kindling, o genéticos

(Simonato et al., 2014).

Los modelos de kindling han sido empleados principalmente para estudiar el
proceso de epileptogénesis. El kindling es el reflejo de un proceso de plasticidad
inducida a través de la administracién de sucesivos estimulos que conllevan a diferentes
grados de crisis con disminucién progresiva del umbral convulsivo y aumento de la
severidad de las convulsiones (Coppola & Moshé, 2012). Los modelos mas cominmente
utilizados son modelos de epilepsia de I6bulo temporal, en los cuales se entregan al
animal estimulos eléctricos reiterados a través de la cérnea, o de manera directa en la

region hipocampal o amigdalina, o estimulos quimicos, tal como el PTZ (Simonato et al.,
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2014; Lidster et al., 2016). En lo que respecta a modelos genéticos, se presentan dos
modelos inducidos, a saber, el modelo de ratones knockout para el receptor de
dopamina D2 (D2R knockout o D2R -/-) y el En2 knockout, en el cual se presentan
alteraciones en proteinas Engrailed Homeobox-2 que juegan un rol importante en el
desarrollo del tubo neural. Ambos presentan mayor susceptibilidad a las crisis inducidas

por el acido kainico (Dunleavy et al., 2013; Tripathi & Bozzi, 2015).

Entre las ventajas de estos modelos se pueden incluir que la evaluacién es
moderadamente rdpida, insumiendo entre algunos dias o pocas semanas; ademas,
ofrecen alternativas para identificar aquellos tratamientos que podrian prevenir o
reducir la epileptogénesis. Las crisis inducidas pero no espontdneas pueden representar
una desventaja, ya que, como en el caso de los modelos agudos, no representan un

estado epiléptico (Simonato et al., 2014).

3.5. Modelos cronicos de epilepsia

El uso de auténticos modelos animales de epilepsia es esencial para poder
comprender de manera inequivoca aquellos mecanismos complejos que subyacen las
crisis convulsivas y que conllevan, conforme pasa el tiempo, al proceso de
epileptogénesis y a la progresién de la enfermedad, mas aln cuando se trata de la forma
mas comun de epilepsia parcial en adultos, la epilepsia del I6bulo temporal, y otras
formas de epilepsia con pobre respuesta a los FAEs (Nagao et al., 2013; Kandratavicius

etal., 2014).

A diferencia de los modelos de convulsiones agudas o de crisis inducidas, los
modelos de epilepsia crénica son de uso relativamente poco frecuentes de uso debido
al mayor requerimiento de tiempo y a los elevados costos. Sin embargo, nos permiten
obtener una mejor comprensidon respecto a aquellos mecanismos implicados en el
desarrollo de la enfermedad (Garcia Garcia et al.,, 2010; Pitkdnen et al., 2017).
Comprenden todos aquellos modelos donde ocurre epileptogénesis y, ademas, se ha

documentado la generacidn de crisis espontaneas a través de videos de EEG (Simonato
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et al., 2014). La epilepsia puede ser inducida, tal como en los modelos de epilepsia
consecuentes al SE, o de origen genético, como es el caso de los ratones knockout que

codifican para el canal Nay 1.1.

La figura 3.5 sintetiza los modelos animales de epilepsia que han sido reportados
hasta la fecha. Puede observarse que en los ultimos afios se han desarrollado un gran
numero de modelos que tienen como foco principal la farmacorresistencia, entre ellos

el modelo en ratones de kainato intrahipocampal (Loscher, 2017).
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Figura 3.5 Distintos modelos de epilepsia, de origen genético o inducidos. (Adaptado Lidster et
al., 2016).)GAERS:Genetic Absence Epilepsy Rats from Strasbourg; 2BFNI:Benign Familial Neonatal-
infantile seizures; 3GEFS:Generalised epilepsy with febrile seizures; *“WAG/RiJ: Wistar Albino Glaxo Rats
from Rijswijk; °BHE: Barrera Hemato-Encefalica; 6LFP: Lateral Fluido Percusién (traumatic brain injury).
#La induccion por acido kainico puede realizarse intraamigdala, intrahipocampal, intraperitoneal o
subcutdnea.

71



Capitulo 3
Modelos Animales

3.6. Ensayo de Rotorod

El ensayo de Rotorod permite evaluar, en una primera instancia, el efecto del
compuesto promisorio sobre la funcién motora (Dunham et al.,1957). El procedimiento
para evaluar de manera preliminar si el candidato testado afecta la funcién neuroldgica
o motor al administrar el compuesto implica un cilindro con compartimentos separados
donde se ubica al animal, el cual gira sobre su eje axial. A pesar de que existe versiones
aceleradas del Rotorod (Jones & Roberts, 1968), en el ensayo clasico el cilindro rota a
una velocidad de 6 rpm. Para sobrepasar la prueba con éxito, el animal debe mantener
su equilibrio sin caidas durante un periodo de 1 minuto. De lo contrario, si el animal no
puede mantenerse girando sobre el rodillo, al cabo de tres caidas se considera que el

compuesto ensayado presenta rasgos de toxicidad (Deacon, 2013).

Para realizar el ensayo, se administran los animales con dosis de 30 mg/kg y 100
mg/kg, y se los evalla a dos tiempos diferentes, 30 minutos y 4 horas, de acuerdo con

el protocolo de NIH, si presentan o no daifio motor (Kehne et al., 2017).

3.7. Test de chimenea

Mediante el test de chimenea, se puede evaluar cuantitativamente el dafio
motor, para inferir sobre la neurotoxicidad del compuesto evaluado. Fue descripto por
primera vez por Boissier y colaboradores en 1960 (Vogel, 2008), donde evaluaron la
incapacidad de un animal de retroceder en un tubo vertical dentro de un periodo

determinado de tiempo.

Durante este test se coloca el animal en la entrada de un tubo de vidrio, el cual
mide aproximadamente 30 mm de didmetro y 20 cm de largo (dependiendo de las
dimensiones del animal). Se deja caminar al animal hacia el otro extremo y cuando éste
llega al final del tubo, éste se coloca en posicién vertical de manera que la Unica
posibilidad de salida es la parte superior (Fréchou et al., 2019). Se mide entonces el

tiempo que tarda en recorrer el tubo en sentido hacia atrds, y ademas se puede calcular
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la dosis a la cual el 50% de los animales no pueden salir del tubo caminando en retroceso

dentro de los 30 segundos (Vogel, 2008).
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Capitulo 4: Descubrimiento de Farmacos

4.1. Introduccion

El descubrimiento y desarrollo de un nuevo farmaco para una patologia
especifica es un proceso largo y riguroso que incluye diferentes etapas y procedimientos
(Fig. 4.1). El mismo comprende desde la identificacion de un compuesto activo hasta el
desarrollo de los estudios que garanticen la seguridad y eficacia del producto
farmacéutico para el uso clinico propuesto, lo que puede llevar entre 12 a 15 aiios (Mohs
& Greig, 2017). La identificacion de un posible farmaco para una determinada patologia
implica una evaluacién inicial de aproximadamente 100.000 compuestos candidatos,
cientos de ensayos preclinicos y estudios clinicos de diferentes alcances y escala que
involucran a miles de pacientes (Blass, 2015). Sumado a ello, los procesos globales
implicados en el desarrollo suponen un costo promedio de alrededor de 2,6 billones de
ddlares (DiMasi et al., 2016), por lo que las pequefias empresas farmacéuticas y las
instituciones académicas se encuentran en una clara desventaja competitiva, que
ocasionalmente puede salvarse mediante distintos modelos colaborativos (Allarakhia,
2013). En 2018, la FDA aprobd un récord de 59 nuevas drogas, en tanto que 42 nuevos
candidatos fueron recomendados por la Agencia Europea de Medicamentos (European
Medicines Agency - EMA). En general, el nimero de lanzamientos al mercado de los
productos farmacéuticos muestra una tendencia positiva en los ultimos afios, aunque
se observan importantes variaciones segun el area terapéutica. En términos generales,
las grandes compaiiias farmacéuticas priorizan aquellas areas con mayor probabilidad
de éxito o retorno de inversién (Dowden & Munro, 2019). Un andlisis reciente de
Takebe y colaboradores enfocado en la colaboracion entre el sector farmacéutico
privado y el sector académico en Estados Unidos, sugiere que las probabilidades de éxito
en el campo del desarrollo farmacéutico aumentan considerablemente cuando los
proyectos de las instituciones académicas son beneficiados con la colaboracion de la

industria farmacéutica (Takebe et al., 2018).
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Figura 4.1 Etapas generales del descubrimiento y desarrollo de un farmaco (Ciani & Jommi,

2014).

4.1.1. Descubrimiento de Farmacos Antiepilépticos

Actualmente existe una necesidad de descubrir nuevos agentes terapéuticos
para aquellas enfermedades cuyos sintomas y progresiéon no se logran controlar o
revertir adecuadamente con la terapia disponible. Como se explicé ya en el Capitulo 2,
en particular en epilepsia las terapias farmacoldgicas de las que se dispone no logran
controlar el cuadro clinico de pacientes que no responden al tratamiento (Loscher et al.,
2013). Mas aun, aquellos farmacos que proveen control sintomatico en los pacientes
mediante su efecto anticonvulsivo, no previenen el inicio y progresién de esta
enfermedad (tukawski et al., 2016). Sumado a ello, y como se vio en la seccién anterior,
particularmente los desérdenes del SNC no representan un campo prioritario para el
desarrollo de nuevas entidades por su baja tasa de éxitos entre los afnos 2010 — 2017

(Fig. 4.2) (Dowden & Munro, 2019).

81



Capitulo 4
Descubrimiento de farmacos

0w
(=]

Infecciones

m Cancer

m Metabolismo/Alimentarios
Sistema Respiratorio

m Musculo Esquelético

W Sistema Cardiovascular

B SNC

75
71
59
52
49
46
27
23
20
9 9 7 7 8
4 3
I I . L™ ! l
0 I

Fase 1 Fase 2 Fase 3

81

Posibilidad de lanzamiento (%)
[\ w oy (5] o ~ co
[=] o o o (=] [=] o

=
Q

Figura 4.2 Probabilidad de lanzamiento al mercado entre los afios 2010 — 2017 desde las fases |,
[l'y lll de acuerdo con las distintas areas terapéuticas.

Se han planteado posibles soluciones para afrontar la necesidad de incorporar
nuevos agentes antiepilépticos, involucrando diferentes estrategias multidisciplinarias
gue incluyen entre muchas otras, el desarrollo de nuevos modelos in vitro e in vivo de
epilepsia, la identificacion de nuevos blancos moleculares y sus posibles mecanismos de
accion, la aplicacién de metodologias asistidas por computadora o el desarrollo de
sistemas avanzados de liberacion de farmacos (Talevi & Rocha, 2016). Se propone
ademads que todas estas estrategias se enfoquen en hallar tratamientos dirigidos a las
epilepsias farmacorresistentes, disminuir las comorbilidades y prevenir el desarrollo de

la epilepsia (epileptogénesis) (Loscher et al., 2013).

Actualmente, el estado de desarrollo de tecnologias de alto rendimiento
aplicadas a diferentes campos como la gendmica y protedmica, permiten identificar
blancos moleculares novedosos asociados a la fisiopatologia de la epilepsia y
comprender los mecanismos involucrados en el desarrollo de la misma (Loscher et al.,
2013). La comprension de los mecanismos implicados en la ictogénesis y epileptogénesis

ha permitido un cambio de perspectiva sobre el descubrimiento de farmacos hacia
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enfoques basados en el blanco molecular, con la subsecuente validacion en modelos
animales. En los ultimos afios, se identificaron nuevos blancos implicados en el
desarrollo de las crisis y la epilepsia. Algunos de ellos despiertan especial interés, como
las subunidades a26 tipo 1y 2 de los canales de calcio voltaje-operados donde actua la
PGB, la proteina SV2A que interactia con LEV y BRV, los receptores glutamatérgicos
AMPA que son el sitio de accién del PRP y talampanel, y las muy estudiadas vias

inflamatorias desencadenantes de las crisis (kukawski et al., 2016; Wang & Chen, 2019).

Los métodos computacionales aplicados a la identificacidn y diseiio de farmacos
se emplean principalmente en la primera etapa del desarrollo (descubrimiento de
compuestos bioactivos), donde el objetivo principal es seleccionar compuestos
candidatos (Prieto-Martinez et al., 2019). Estos métodos pueden ser abordados desde
dos grandes perspectivas, las metodologias basadas en el ligando o aquellas basadas en
el blanco molecular (Fig. 4.3) (Sliwoski et al., 2014). Si se compara con otras areas de la
terapéutica, los enfoques computacionales para la seleccion o disefio de nuevos
farmacos para el tratamiento de la epilepsia han sido relativamente poco explorados
(Talevi, 2016). Muchos de los blancos moleculares validados en epilepsia son canales
idnicos voltaje-operados, cuyas estructuras aln no han sido determinadas mediante
técnicas experimentales (este obstaculo, afortunadamente, estd salvandose en los
ultimos tiempos). En ausencia de la estructura del blanco molecular, los esfuerzos de
descubrimiento asistido por computadora deben centrarse en el modelado por

homologia o las aproximaciones de modelado basadas en el ligando.
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Figura 4.3 Esquema general de las metodologias utilizadas en el descubrimiento de farmacos
asistido por computadoras.

4.2. Cribado Virtual

La identificaciéon de hits capaces de interactuar con un determinado blanco
moleculary la optimizacidn progresiva de su potencia y propiedades farmacoldgicas, son
los puntos criticos en las etapas tempranas del descubrimiento de un farmaco (Mohs &
Greig, 2017). A comienzos de la década de los 90, las técnicas de cribado farmacolégico
de alto rendimiento (High Throughput Screening, HTS) y la quimica combinatoria se
imponian como la gran renovacién en el proceso de desarrollo de farmacos, reduciendo
notablemente los tiempos de obtencidn y evaluacion de bibliotecas quimicas, vy
promoviendo la busqueda de diversidad estructural. El HTS combina la robotizacién y
miniaturizacién de ensayos a grandes escalas permitiendo identificar con rapidez y
pequefias cantidades de muestra compuestos que modulen un blanco molecular
determinado. Aunque es muy utilizada por la industria farmacéutica, presenta una gran
desventaja: el elevado costo de la tecnologia necesaria para implementarlo y sus
también muy altos costos operativos, lo que mayormente restringe su utilizacion a las

industrias farmacéuticas, con algunas excepciones (Lionta et al., 2014).
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Una aproximacion probablemente mds racional y econdmica es el Cribado
Virtual, Tamizado Virtual o Screening Virtual (SV) (Talevi, 2018). Consiste en utilizar
aproximaciones in silico para tamizar quimiotecas digitales y decidir qué compuestos
seran sometidos a ensayos in vitro y/o in vivo. De este modo, se enfocan los recursos en
la evaluacién in vitro o in vivo de compuestos que probablemente presenten la actividad

buscada (Kontoyianni, 2017).

Entre las ventajas de las técnicas de SV se pueden mencionar:

a) Eficiencia: el estado de la técnica de las metodologias in silico, sumado a la
potencia de computo actual, permite explorar bases de datos de millones de estructuras

quimicas en periodos de tiempo relativamente cortos.

b) Costos: el proceso de SV, por su caracter teérico, no requiere del acceso fisico
a los millones de compuestos que se criban, pudiendo incluso analizarse aquellos
compuestos que no han sido sintetizados aun (Mclnnes, 2007). Sélo aquellos
compuestos que sean predichos como promisorios activos serdn requeridos para una
evaluacién posterior in vitro o in vivo (Neves et al., 2018). Adicionalmente, una
proporcién importante de las aplicaciones informaticas que se emplean poseen licencias
académicas o de cédigo abierto, lo que conduce a una mayor reduccion en los costos
(Talevi & Bruno Blanch, 2009). Entre los programas de acceso gratuito para el sector
académico o general se encuentran los diferentes paquetes de ChemAxon
(https://chemaxon.com/); PaDEL (Yap, 2011); UCSF Chimera (Pettersen et al., 2004);
Open Babel (O’Boyle et al., 2011) o los paquetes desarrollados en entorno R-Studio
(https://rstudio.com/), utilizados en esta tesis para la obtenciéon de modelos. Por otra
parte, muchas bases de datos de estructuras quimicas disponibles son también de
dominio publico. Entre ellas, se encuentran ZINC15, que contiene alrededor de 750
millones de compuestos y aproximadamente 120 millones son compuestos tipo farmaco
(Sterling & Irwin, 2015); PubChem, con mds de 96 millones de compuestos (Kim et al.,
2016); ChEMBL que contiene 1,9 millones de compuestos (Gaulton et al., 2017),
acompafados de datos de ensayos relacionados con sus caracteristicas fisicoquimicas,

farmacoldgicas y farmacocinéticas; DrugBank, compilando en su ultima versién 13.339
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estructuras quimicas de farmacos aprobados, en etapas experimentales y productos

biotecnoldgicos (Wishart et al., 2018).

c) Reposicionamiento de Farmacos: debido a la existencia de bases de datos de
farmacos aprobados, discontinuados o que se encuentran atravesando estudios clinicos,
como DrugBank o SweetlLead (Novac, 2013), es posible el cribado in silico orientado a

encontrar nuevas indicaciones terapéuticas para farmacos existentes.

d) Ventajas Bioéticas: el empleo de estas metodologias reduce el nimero de
compuestos a evaluar en ensayos in vitro y/o in vivo y aumenta la probabilidad de
obtener un resultado positivo en estas etapas, lo cual conduce a minimizar el nimero

de ensayos preclinicos y utilizar una menor cantidad de animales.

En general, las estrategias de SV puede dividirse en dos grandes categorias:
Métodos basados en la Estructura o en el Blanco Molecular (métodos directos) y
Métodos basados en el Ligando (o métodos indirectos) (Lavecchia et al., 2013). Durante
los ultimos afios se ha recurrido crecientemente a la combinacién de ambas
metodologias, dado que son aproximaciones complementarias en términos de

fortalezas y debilidades (Kumar & Zhang, 2015).

4.2.1. Métodos basados en el blanco molecular

En estos métodos es condicidn necesaria conocer (o poder modelar
comparativamente) la estructura tridimensional del blanco (Lavecchia et al., 2013).
Asimismo, existen diferentes bases de datos que compilan miles a millones de
estructuras de proteinas y acidos nucleicos (segun el caso, como estructura primaria o
terciaria/cuaternaria), las cuales son recuperadas para llevar a cabo el docking. Las bases
de datos de estructuras usualmente utilizadas son Protein Data Bank (PDB), que
contiene una amplia cantidad de moléculas bioldgicas, tal como proteinas y acidos

nucleicos. Actualmente se reportan mas de 164.000 estructuras macromoleculares

86



Capitulo 4
Descubrimiento de farmacos

bioldgicas; UniProt, por su parte, provee gratuitamente secuencias anotadas para mas

de 120 millones de estructuras de proteinas (The UniProt Consortium, 2019).

En general, existen diferentes enfoques que se utilizan cuando se piensa en el
descubrimiento o disefio de nuevas drogas a partir del blanco molecular. Una de las
aproximaciones consiste en analizar el acoplamiento de un dado ligando al sitio de unién
del blanco molecular, para luego proponer modificaciones del andamiaje activo (active
scaffold) que potencien la interaccién; alternativamente, pueden proponerse ligandos
completamente de novo (por ejemplo, mediante una aproximacién basada en
fragmentos) (Sliwoski et al., 2014). Un enfoque alternativo implica cribar virtualmente
una biblioteca de compuestos, con el fin de encontrar aquellas estructuras que mejor se
ajusten al sitio de union de interés en el blanco molecular y asi encontrar un nuevo

andamiaje activo (Kontoyianni, 2017).

La drogabilidad del blanco molecular, la identificacion del sitio de unioén, la
seleccion de la estructura mas relevante, el estudio de su flexibilidad, el analisis del
estado de protonacién de los residuos y la consideracion explicita de las moléculas de
agua que rodean al sitio de unidn, son algunas de las cuestiones fundamentales que
deben tenerse en cuenta al momento de seleccionar un blanco molecular (Lionta et al.,

2014).

4.2.1.1. Docking Molecular

El método de SV basado en el blanco molecular mas utilizado es el docking
molecular (o acoplamiento molecular). En términos generales consiste en tres pasos: a)
generacién de un modelo del blanco molecular a partir de la estructura tridimensional
experimental u obtenida por modelado por homologia; b) pretratamiento y muestreo
conformacional de los ligandos y; c) formacidon de los complejos ligando-blanco y

evaluacién de estos en términos de su energia libre de unién (Ma et al., 2013).

El procedimiento de docking es utilizado para explorar y predecir los posibles
modos de formacién de complejos ligando-blanco molecular. El proceso por el cual un

ligando se une a su blanco molecular depende de factores entrdpicos y entdlpicos
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(Kontoyianni, 2017). Se estudian las distintas conformaciones de unién que puede
adquirir un ligando dentro del sitio activo y se caracterizan los complejos en funcién de

la energia libre del sistema, otorgando un valor de score (scoring) (Fig. 4.4) (Sousa et al.,

2006).

Algunos de los softwares mas comunes con licencia gratuita para implementar

docking molecular son el AUTODOCK (http://autodock.scripps.edu/), DOCK

(http://dock.compbio.ucsf.edu/) 'y ZDOCK (https://zlab.umassmed.edu/zdock/)
(Lavecchia et al., 2013).

BLANCO MOLECULAR
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EXPERIMIENTAL
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Figura 4.4 Esquema general de la técnica de docking molecular aplicada a SV.

4.2.2. Métodos basados en el ligando

En muchas ocasiones, la estructura tridimensional del blanco molecular no esta
disponible, ya sea porque no es posible obtenerla mediante las distintas metodologias
experimentales, o bien porque no se puede modelar a través del modelado por
homologia. En esos casos cobran especial importancia los métodos basados en el

ligando que emplean la informacién obtenida de la estructura quimica de un conjunto
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de compuestos con actividad conocida para identificar compuestos candidatos a ser
evaluados experimentalmente. En esta ocasidén y dependiendo de la informacidn
disponible, las técnicas utilizan métodos basados en alineamientos con hipotesis
farmacofdricas, estrategias que incluyen la busqueda por similitud molecular vy

metodologias basadas en descriptores moleculares (Li & Shah, 2017).

4.2.2.1. Métodos basados en el farmacdforo

El farmacoforo se puede describir como un arreglo tridimensional que posee
caracteristicas minimas estructurales o funcionales comunes, que comparten un
conjunto de moléculas diferentes y que son esenciales para que ejerzan la actividad
bioldgica por interaccidén con el blanco molecular correspondiente (Seidel et al., 2019).
Mds especificamente, la IUPAC lo define como un conjunto de propiedades estéricas y
electrénicas necesarias para garantizar las interacciones dptimas con un blanco
biolégico especifico (Wermuth et al., 1998). En general, esta técnica consiste en
superponer un conjunto de moléculas que comparten determinada actividad bioldgica,
con el objetivo de extraer aquellas propiedades o caracteristicas quimicas comunes que
se presentan como esenciales para manifestar dicha actividad (Yang, 2010). Luego, las
moléculas que presentan patrones farmacoféricos similares seran reconocidas por el
mismo sitio de unién en el blanco molecular, por lo tanto se espera que desencadenen
similar respuesta bioldgica (Seidel et al., 2019). Ocasionalmente, puede inferirse una
hipdtesis farmacofdrica a partir de un nimero reducido de ligandos (por ejemplo,

cuando se dispone de ligandos rigidos).

Por otra parte, se pueden desarrollar modelos con alta calidad a partir del
complejo ligando-blanco. La rigidez del ligando dentro del complejo permite ubicar con
mayor precision las caracteristicas farmacoféricas, incorporando adicionalmente
informacién sobre la forma del sitio activo. Existen distintos algoritmos capaces,
automaticamente, de reconocer el ligando y crear una grilla en su espacio mas préximo

para finalmente generar el farmacoéforo (Sliwoski et al., 2014).
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La construcciéon manual del farmacéforo es la metodologia mas simple, siempre
y cuando se cuente con la estructura del ligando unido o cuando la flexibilidad
conformacional del ligando sea lo suficientemente despreciable como para disminuir la

incertidumbre en la determinacidn de las conformaciones éptimas para la unién.

Comunmente las caracteristicas que se superponen son “difusas” (es decir,
pueden ser satisfechas por distintas funciones o grupos quimicos) e involucran grupos
de atomos con cargas positiva y negativa, dadores y aceptores de puente de hidrégeno
y regiones o sustituyentes con cardcter hidrofébico. Los métodos de superposicion,
consideran la geometria 3D y habitualmente evaltan la diferencia entre dos
conformaciones (la de menor energia, obtenida por analisis conformacional, y la
conformacidn activa definida por el farmacdéforo); esto implica la necesidad de realizar
una busqueda conformacional para cada estructura de la base de datos a fin de
superponer uno o varios conformeros de baja energia, lo cual se traduce en un

incremento del costo computacional (Seidel et al., 2019).

4.2.2.2. Similitud molecular

Bajo la premisa “estructuras similares comparten actividades bioldgicas
similares”, se han desarrollado herramientas que implican la comparacidn sistematica y
objetiva de pares de estructuras con el fin de encontrar nuevos candidatos a través de

la similitud quimica (Prieto-Martinez et al., 2019).

Los métodos de busqueda por similitud usualmente requieren la representacién
de la estructura molecular, en la cual se ponderan determinadas propiedades
moleculares relevantes, y un método mediante el cual se pueda cuantificar el nivel de
similitud que existe entre la estructura de referencia y la estructura candidato (Garcia-
Hernandez et al., 2019). Se consideran dos enfoques principales para medir cuan
similares son las estructuras de las moléculas. El primer enfoque considera la resolucién
del problema de encontrar un subgrafo de borde comun maximo (MCES por sus siglas
en inglés) entre dos grafos representado por vértices y aristas. Si se consideran dos

grafos Ay B, el problema es encontrar el maximo subgrafo de A isomorfo a un subgrafo
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de B y hallar una similitud basada entre los tamafos de ambas estructuras (Nouleho

llemo et al., 2019).

El segundo enfoque evalla la interseccion entre ciertas secuencias de bits
(denominadas fingerprints o huellas dactilares) asociadas a las moléculas cuya similitud
se compara (Fig. 4.5). Esta comparacion debe expresarse de manera tal que pueda ser
cuantificada y, es por ello que existen diferentes formas de evaluar la similitud (Cereto-
Massagué et al., 2015). Cada bit corresponde a una caracteristica estructural o funcional
determinada (por ejemplo, una subestructura o subgrafo), de naturaleza 2D o 3D, que
puede estar presente o no en cada molécula. En ciertas ocasiones, los bits pueden
indicar la frecuencia con la que aquellas propiedades mencionadas aparecen en cada
molécula comparada. Finalmente, se cuantifican todos los bits presentes en las
estructuras y se convierten en un coeficiente de similitud (Maggiora et al., 2014). En
general, estos valores oscilan entre 0 y 1, obteniéndose un valor de coeficiente de
similitud de 1 para moléculas idénticas y 0 si son completamente disimiles (Willett,
2006). Existen distintos coeficientes de similitud que ponderan de diferente manera las
caracteristicas estructurales en el calculo de similitud; posiblemente el mas utilizado sea
el coeficiente de Tanimoto, que se encuentra detallado en la seccidn 5.2 del capitulo

siguiente.
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Figura 4.5 Ejemplo esquematico de la metodologia de comparacion por similitud molecular
basada en el calculo de un coeficiente de similitud, en este caso, el coeficiente de Tanimoto.

Particularmente, los fingerprints han sido utilizados ampliamente en técnicas de
SV, ya que permiten un nivel de comparaciéon mas simplificado donde las
representaciones moleculares son muy poco costosas computacionalmente (Cereto-
Massagué et al., 2015). La velocidad a la que se pueden realizar busquedas de
subestructuras y determinar su similitud, conlleva a una mayor utilizacidon durante el SV,
obteniendo, en términos de enriquecimiento de activos, rendimientos semejantes a
otras metodologias mas complejas. No obstante, estos rendimientos se veran afectados

dependiendo el tipo de fingerprint que se utilice (Girschick et al., 2013).

4.2.2.3. Descriptores moleculares

Un descriptor molecular se define como “el resultado final de un procedimiento
I6gico y matemdtico, que transforma la informacion quimica codificada en una
representacion simbdlica de una molécula en un nimero util o en el resultado de algun

experimento estandarizado” (Todeschini & Consonni, 2010). De esta manera, cada
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estructura se representa mediante conjuntos especificos de propiedades estructurales
y fisicoquimicas consideradas relevantes para la actividad bioldgica de interés. Estas
incluyen informacién que comprende desde el peso molecular, la geometria o el
volumen, hasta contenido de anillos, distancias entre atomos, distribucion atémica y
polarizabilidad, entre muchos otros (Sliwoski et al., 2014). Los descriptores moleculares
permiten obtener informacidn tedrica a partir de una representacién de la estructura
de una molécula vy, luego, vincular aquella con alguna propiedad observada

experimentalmente (Grisoni et al., 2018).

El calculo de los descriptores moleculares se puede realizar utilizando diversas
herramientas disponibles y la informacion obtenida a partir de ellos puede, como se dijo,
variar de acuerdo con diferentes niveles de complejidad o dimensionalidad (Grisoni et

al., 2018):

Los descriptores OD o 0-dimensionales se obtienen a partir de la férmula
guimica, son muy faciles de calcular e interpretar. Sin embargo, muestran muy escaso
contenido de informaciéon y un alto grado de degeneracién, esto es, para algunos
descriptores se podrian presentar iguales valores para moléculas diferentes. Dentro de
estos se encuentran el peso molecular, la frecuencia de determinado atomo en la
molécula (por ejemplo, el nimero de dtomos de carbono) y la suma o promedio de

propiedades atémicas (por ejemplo, los volimenes atdmicos de van der Waals).

Los descriptores 1D o 1-dimensionales provienen de la representacién de las
moléculas como un conjunto de subestructuras, tales como grupos funcionales. Estos
descriptores se reflejan mediante una representacién binaria, como la presencia o
ausencia de una subestructura determinada, o a través de la frecuencia con que esta

aparece en la molécula.

A diferencia de los niveles anteriores, los descriptores 2D o 2-dimensionales
agregan informacién adicional y consideran cémo son las conexiones entre los atomos
respecto de su presencia y naturaleza (Sliwoski et al.,, 2014). La molécula es

representada como un grafo, donde los vértices se corresponden a los atomos vy las
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aristas, los enlaces. De esta manera, se derivan los indices topoldgicos, que comprenden
todas aquellas propiedades relacionadas con caracteristicas estructurales comunes
como la forma, el tamafio, la simetria y la ramificacién, o la presencia de uniones

donores o aceptores de hidrégenos (Consonni & Todeschini, 2012).

En un nivel mas elevado de complejidad se ubican los descriptores 3D o 3-
dimensionales, donde no sdlo se tiene en cuenta el tipo de 4tomo, la conectividad y la
adyacencia, sino que se obtiene informacién de la molécula representada
geométricamente en el espacio. Los descriptores derivados contienen alto contenido de
informacidén y puede ser particularmente utiles durante el modelado y la caracterizacion
de las actividades bioldgicas (Grisoni et al., 2018). Estas variables son mas dificiles de
calcular e interpretar y, es por ello, que su uso dependerd en cada caso de la relacién
costo-beneficio. Por ultimo, no menos importante, pero con alto nivel de complejidad,
estdan los descriptores 4D o 4-dimensionales, utilizados para caracterizar
cuantitativamente las interacciones entre las moléculas y el sitio activo del receptor
bioldgico. En esta instancia, se obtiene una representacién basada en una grilla, donde
se ubica la molécula y se describen las interacciones a partir de un campo de interaccién
molecular generado entre un atomo de prueba y todos los dtomos de la molécula

(Ferreira, 2017).

4.2.2.3.1. Aplicacién de descriptores moleculares en metodologias de SV

Existen diferentes estrategias estadisticas para encontrar correlaciones entre
una variable dependiente (propiedad o actividad a modelar) y uno o mas descriptores
moleculares. Estas relaciones son conocidas como Relaciones Cuantitativas Estructura-
Actividad o QSAR (del inglés, Quantitative Structure-Activity Relationship). El desarrollo
de este tipo de modelos consta de las siguientes etapas generales (Fig. 4.6): (a) seleccién
y curado de datos; (b) calculo de descriptores moleculares; (c) extraccién de la

informacién; (d) generacion y validacion del modelo; (e)aplicacién del modelo.
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Figura 4.6 Etapas vinculadas al desarrollo de modelos QSAR a partir del cdlculo de descriptores
moleculares representativos.

Los modelos QSAR se clasifican en cuantitativos o cualitativos dependiendo de la
naturaleza de la variable dependiente. En los primeros se obtiene como resultado una
variable dependiente continua, es decir que es posible predecir el valor numérico de una
determinada propiedad o actividad (por ejemplo, IC50, Ki, ED50); los modelos
cualitativos generan una respuesta discreta (son conocidos como modelos
clasificatorios), en este caso el valor se asocia a distintas categorias (por ejemplo
“activo” e “inactivo”, “inhibidor” y “no inhibidor”, etc.). Luego de generados y validados
los modelos QSAR pueden ser aplicados en campafias de SV sobre grandes bases de
datos de compuestos quimicos, a partir de las cuales se puede identificar uno o mas

compuestos posiblemente activos en la patologia que estamos estudiando (Neves et al.,

2018).
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4.2.3. Metodologias combinadas

Este enfoque puede ser necesario para satisfacer los requerimientos practicos al
momento de identificar un compuesto promisorio y, a su vez, permite generar flujos de
trabajo abocados al disefio o busqueda de farmacos que resuelvan las limitaciones

adherentes a cada metodologia particular (Macalino et al., 2015).

En la mayoria de los casos, las técnicas basadas en el blanco molecular y en el
ligando se combinan o bien de forma secuencial o bien en paralelo. En general, cuando
se combinan de manera jerarquica o secuencial, se busca utilizar en una etapa
preliminar estrategias que permitan la disminucién de costos y tiempos vy, luego, en
etapas posteriores, emplear métodos mas precisos pero con alto costo computacional
(Wang et al., 2020). La combinacién en paralelo tiene como objetivo comparar los
compuestos seleccionados de ambos métodos de manera complementaria, es decir,
comparar los compuestos mejor clasificados con cada método (Lavecchia et al., 2013),
pudiendo enfocarse en los hits comunes a distintas metodologias (consenso), para
aumentar la confiabilidad de la prediccidn, o en las divergencias, a fin de aumentar la

diversidad estructural recuperada.

4.3. Reposicionamiento de farmacos

4.3.1. Generalidades

Actualmente, uno de los grandes desafios que atraviesa el descubrimiento de
farmacos es encontrar estrategias que mejoren las capacidades de busqueda de nuevos
medicamentos a costos reducidos (Vanhaelen et al., 2017). El reposicionamiento de
farmacos (en inglés “drug repositioning” o “drug repurposing”) es una estrategia
atractiva para encontrar nuevas indicaciones terapéuticas para drogas existentes. Los
candidatos reposicionados en general son drogas ya aprobadas, retiradas del mercado,
abandonadas en las fases clinicas por no demostrar la eficacia esperada contra

determinada patologia, o drogas que se encuentran en etapas avanzadas de
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investigacion (Naveja et al., 2016; Pushpakom et al., 2019). En los ultimos afios, a través
de las técnicas de reposicionamiento de farmacos se han encontrado nuevas
indicaciones terapéuticas, aprobadas por la FDA, para aproximadamente un 30% de las
drogas y vacunas que ya estaban disponibles en el mercado (Jin & Wong, 2014). Este
crecimiento marcado de la estrategia ofrece varias ventajas respecto con el
descubrimiento de una droga de novo. Primero, y tal vez mds importante, el riesgo de
fallar en las distintas etapas del descubrimiento es mas bajo, ya que los farmacos
reposicionados que han demostrado suficiente seguridad en los modelos preclinicos y
en humanos presentan menos probabilidad de fallar por razones de seguridad cuando
se estudian para la nueva indicacién propuesta. Otra ventaja es la reduccién del tiempo
que insume el descubrimiento de una nueva droga (Farha & Brown, 2019). Esto conlleva
ademds que se requieran menos inversiones durante las etapas de desarrollo,
principalmente durante las fases regulatorias | y I, que representan menores costos

para llevar el farmaco al mercado (Pushpakom et al., 2019).

Uno de los ejemplos mas conocidos es el caso del sildenafil citrato utilizado en el
tratamiento de la hipertensién arterial en su primer uso y mas tarde, empleado
ampliamente como terapia en la disfuncion eréctil; particularmente, se trata de un
ejemplo de reposicionamiento por serendipia. Otro ejemplo histérico fue talidomida,
utilizado en 1957 para tratar las nduseas de las embarazadas. En 1998, se le encontré
un nuevo uso para tratar el eritema nudoso leproso y, mas tarde (en 2006) en una
segunda oportunidad, para el mieloma multiple (Vargesson, 2015; Farha & Brown,

2019).

4.3.2. Métodos de reposicionamiento de farmacos

La disponibilidad de diferentes bibliotecas de farmacos aprobados y los rapidos
avances en la gendmica y la bioinformatica han acelerado y sistematizado el
reposicionamiento de farmacos, empleando tanto estrategias basadas en la actividad
(enfoque experimental) como metodologias in silico (enfoque computacional) (Shim &

Liu, 2014). En el primer enfoque se aplican métodos experimentales de screening de
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drogas disponibles, mientras que la estrategia in silico utiliza bases de datos y
herramientas quimio y bioinformaticas para la identificacion sistematica de nuevas
interacciones entre el blanco molecular y las drogas. Particularmente, se ha
incrementado en las Ultimas décadas la aplicacion de este ultimo enfoque a partir del
aumento de la informacién disponible sobre la estructura de las proteinas, datos de
bioactividad y diversidad de ensayos de farmacos aprobados o en fases de evaluacién
(Vanhaelen et al., 2017). En la figura 4.7, se muestra un resumen de los diferentes
enfoques empleados en el reposicionamiento de farmacos.

: SCREENING DE BAJA/MEDIA
i PERFORMANCE
NO COMPUTACIONALES] ————————————— ‘

(REPOSICIONAMIENTO (;gz>[
SISTEMATICO DE

{ ESTRATEGIAS BASADASEN LA

FARMACOS ) %[ COMPUTACIONALES ] L
i i PRSI S
L BIOINFORMATICAS‘ |QU|M|0|NF0RMAT|CA5|  BASADASEN ]
) ;Tﬂ_ 0 ,r:/? _______ LLA LITERATU RA 1
i1 aF | .- v
L M\Z\ j b/ I
| | ' i) 1 h [MINERI'A DE LITERATURA]
SIMILARIDADDE |[ SIMILARIDAD BASADASEN [ BASADAS EN] DE ALTO RENDIMIENTO
SECUENCIAS DE L0s sios|| MAPEODE LA ESTRUCTURA J | _EL LIGANDO
ONECTIVIDAD)
Y/O ESTRUCTURA || DE UNION EARMACGOFORO
QSAR
SIMILARIDAD

METODOS COMBINADQOS

Figura 4.7 Diferentes enfoques empleados en el reposicionamiento de farmacos. Adaptado de
(Talevi et al. , 2019).

4.3.2.1. Enfoques no computacionales

Conocer el mecanismo de accidon de un determinado compuesto, asi como la
fisiopatologia de muchas enfermedades, podria ser determinante para inferir la
asociacion entre una Unica droga con multiples indicaciones terapéuticas (Naveja et al.,
2016). Este enfoque se conoce como estrategias de descubrimiento basadas en la

literatura o en el conocimiento.
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Entre las primeras estrategias sistematicas utilizadas en el reposicionamiento de
farmacos también encontramos las metodologias de screening masivo experimental.
Estos métodos han ido evolucionando desde el screening o cribado de baja performance
(donde sélo se analiza un pequefiio set de compuestos) hasta las ya discutidas estrategias
de HTS que permiten evaluar por encima de 100.000 compuestos en tan sélo un dia
(Salazar & Gormley, 2016). Como ya se menciond, la principal limitacién del HTS es el
alto costo requerido para los equipamientos robdticos, la infraestructura y el costo de
contar con la coleccién de compuestos y los gastos operativos; podemos sumar a ello

también el elevado numero de falsos positivos.

4.3.2.2. Enfoques computacionales

Las grandes ventajas en lo que respecta a tiempo y costos hacen de las
metodologias computacionales, estrategias de preferencia frente a otras. De acuerdo
con el tipo de informacién disponible, los métodos in silico se pueden clasificar en tres
grandes grupos: bioinformaticos, quimioinformaticos y basados en la literatura de alto

rendimiento (Alberca, 2018).

4.3.2.2.1 Metodologias bioinformaticas

La bioinformatica aborda el reto de encontrar similitudes estructurales vy
conexiones funcionales entre los productos de los genes, y, mas recientemente, las
similitudes y similitudes inversa/reversa entre los patrones/perfiles de expresion de
todo el genoma (firmas genéticas) relacionados con la enfermedad y el efecto de uno o
varios farmacos. El perfil de expresion génica ofrece una medida global instantdnea de
los niveles de transcripcidon en una célula determinada, tejido u organismo bajo una

cierta condicién experimental (Qu & Rajpal, 2012).

Un recurso publico destinado a conectar enfermedades y moléculas bioactivas a
través de perfiles génicos es Connectivity Map o CMap (Instituto Board) (Lamb et al.,
2006) y su proyecto extendido LINCS (Library of Integrated Network-Based Cellular
Signatures) (Vidovi¢ et al., 2014), compilan perfiles de expresidn génica derivados de la

exposicion/tratamiento de una serie de células humanas con un gran numero de
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farmacos y compuestos bioactivos. El recurso emplea algoritmos simples de
comparacion de patrones que permiten descubrir conexiones funcionales entre
farmacos, genes y enfermedades, a través de cambios comunes en la expresién de
genes. Entonces, ¢éComo puede ser utilizado este recurso en el reposicionamiento de
farmacos? Si se utiliza una firma genética correspondiente a un estado determinado de
una enfermedad como “firma de consulta” (query), los farmacos que presenten una
similitud inversa a la consulta serian, hipotéticamente, una terapia potencial para
restaurar el estado fisiolégico. De manera alternativa, si una firma farmaco-efecto es
seleccionada como consulta, entonces todas las firmas farmaco-efecto almacenadas

similares representarian a los fdrmacos con efecto similar.

Otras herramientas bioinformaticas que pueden utilizarse son las que comparan
secuencias genéticas o estructuras de las proteinas. Estas metodologias se basan en la
premisa de que proteinas homdlogas de diferentes especies pueden interactuar con los

mismos ligandos (Gfeller & Zoete, 2015).

Finalmente, proteinas que no poseen relaciones evolutivas aparentes o incluso
sin una estructura tridimensional o una funcién similar, también pueden ser utilizadas
en el reposicionamiento. Por ejemplo, puede encontrarse similitud entre sitios de unién
de proteinas de posean baja similitud global, las cuales pueden interactuar con ligandos
similares. Por lo tanto, conociendo el sitio de unién de una proteina, mediante
diferentes herramientas bioinformaticas es posible identificar qué proteinas de una
base de datos presentan sitios de unién similar, detectando de esta manera alternativas
de reposicionamiento cruzadas en sus respectivos ligandos conocidos (Konc et al.,

2015).

4.3.2.2.2. Metodologias quimioinformaticas

Las metodologias quimioinformaticas aplicadas en el reposicionamiento de
farmacos incluyen principalmente las estrategias de SV discutidas anteriormente,
incluyendo aquellas basadas tanto en el ligando como en la estructura del blanco

molecular (Naveja et al., 2016).
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Actualmente existen repositorios de libre acceso que contienen informacion
sobre compuestos quimicos aprobados por la FDA o por otras agencias reguladoras o
compuestos que se encuentren en alguna etapa de investigaciéon o discontinuados
(Talevi, 2016). Por ejemplo DrugBank (Wishart et al., 2018), SweetLead (Novick et al.,
2013), Nubbe (Pilon et al., 2017) y DrugCentral (Ursu et al., 2017). Ademas existen otras
bases que incluyen informacién de blancos moleculares vinculados a enfermedades

humanas, tales como Therapeutic Target Database (Li et al., 2018).

4.3.2.2.3. Metodologias basadas en la literatura

El descubrimiento basado en la literatura (l/iterature-based discovery — LBD) parte
de la hipétesis de que dos conjuntos de conocimientos o conceptos Ay C pueden estar
relacionados entre si si comparten un vinculo a un concepto intermedio B (Deftereos et
al., 2011) (de hecho, cuanto mas grande es el nimero de conceptos compartidos entre

Ay C, mas probable sera la relacidn entre ellos).

Este modelo luego se postuld y aplicé por primera vez durante los afios ‘80 y se
conoce como el modelo ABC de Swanson (Swanson, 1991). El descubrimiento bajo el
modelo ABC puede llevarse a cabo como un proceso cerrado o abierto. Un proceso de
descubrimiento cerrado comienza con los conceptos iniciales y de destino conocidos, A
y C. La tarea en este caso consiste en identificar y evaluar todos los conceptos
intermedios (B) relevantes que apoyan la relacion de A y C. Un proceso de
descubrimiento abierto, por otro lado, comienza con un concepto inicial conocido A,
mientras que el concepto de objetivo relevante C no se conoce de antemano y debe ser

identificado por el algoritmo (Fig. 4.8) (Deftereos et al., 2011).

El rapido incremento en el volumen de la literatura cientifica genera un enorme
numero de conexiones implicitas/indirectas (y potencialmente valiosas) entre entidades
descritas en ella; la posibilidad de este tipo de conexiones para permanecer
ocultas/desapercibidas aumenta sustancialmente debido a la naturaleza cada vez mas
divergente del conocimiento como consecuencia de la especializacion cientifica. Por lo

tanto, el desarrollo de métodos automatizados de alto rendimiento de recuperacién de
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la informacidn y extraccién de informacién relevante es cada dia mas necesario (Cohen

etal., 2012).

a)

Figura 4.8 Modelos de reposicionamiento basado en literatura. a) El concepto A se relaciona con
el concepto B (indicado en la elipse verde), el cual, a su vez, estd relacionado con el concepto C
(indicado en la elipse azul). Se puede inferir que Ay C se relacionan indirectamente a través de
B. b) El concepto A se relaciona directamente con B, e indirectamente a través de este, con los
conceptos C, D, etc. Ademas, A estd relacionado indirectamente con F, a través de su relacidn
directa con E. Adaptado de (Deftereos et al., 2011).

4.3.3. Casos exitosos en antiepilépticos

En el campo de la epilepsia, la estrategia de reposicionamiento de farmacos
puede presentar ciertas ventajas, principalmente si se tienen en cuenta la compleja
naturaleza de la enfermedad y la polifarmacologia o promiscuidad de algunos FAEs
(Mehndiratta et al., 2016). Se ha observado que los antiarritmicos y los FAEs comparten
algunos de sus mecanismos de accidon, como es el caso de la propafenona, un
antiarritmico que demostrd una exacerbacidn de la actividad anticonvulsiva de los FAEs
clasicos en el modelo MES en ratones (Banach et al., 2016). La lidocaina utilizada
ampliamente como anestésico y el propranolol utilizado en una primera instancia como
antiarritmico de clase ll, también demostraron actividad antiepiléptica en pacientes con
epilepsia generalizada crénica (de Oliveira & Borges, 1994; Mori et al., 2004). Ademas,
este ultimo presentd efectos anticonvulsivos en modelos de crisis ténico-cldnico

generalizadas y de crisis parciales complejas (Borowicz & Banach, 2014). Continuando
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con los antiarritmicos, amiodarona (de clase Ill) y verapamilo (de clase 1V) también
ejercieron efectos anticonvulsivos en distintos modelos de crisis animal y frente a

distintos tipos de epilepsia (Mehndiratta et al., 2016).

Como se menciono anteriormente, desarrollar un nuevo farmaco anticonvulsivo
es un importante desafio y se necesita superar una serie de obstaculos adherentes al
propio proceso de desarrollo (Brueggeman et al., 2018). A pesar de la disponibilidad de
una bateria de herramientas computacionales, su aplicacion ha sido muy poco explorada
en lo que respecta a epilepsia (Fig. 4.9). Es por ello que considerar las técnicas de
reposicionamiento para el hallazgo de nuevos candidatos a FAEs es una estrategia muy

atractiva (Mehndiratta et al., 2016).

0 (D

oo [

o (Y

o [
s (D

s (D

m "Drug Repositioning" AND "Epilepsy" m "Drug Repurposing" AND "Epilepsy"
Figura 4.9 Numero de articulos publicados, en los ultimos 5 afios, en revistas indexadas por

PubMed que contienen el término “epilepsy” en combinacién con “drug repositioning” o “drug
repurposing”.
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4.4. Estrategia utilizada en este trabajo de tesis

En este trabajo de tesis, hemos implementado modelos computacionales en la
busqueda de nuevos compuestos candidatos a ser evaluados frente al modelo de crisis
animal de 6 Hz. En una primera instancia, se desarrollaron modelos QSAR-2D cualitativos
basados en descriptores moleculares; una vez obtenidos, optimizados y validados los
modelos, teniendo en cuenta el éxito de las estrategias de reposicionamiento de
farmacos en otras patologias, cribamos diferentes bases de datos de farmacos ya
conocidos con el objetivo de reposicionar candidatos que sean activos en el modelo 6

Hz.
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Capitulo 5: Estrategia Computacional y Validacion

Experimental: Metodologia

5.1. Introduccion

Las relaciones estructura-actividad pueden ser representadas de manera general

mediante la ecuacién 5.1:

A= f(xl,xz,x3,___,xn) (Ecuacion 5.1)

Donde A es la actividad bioldgica, reflejada a través de una variable categérica o

continua, la cual es dependiente de n descriptores moleculares x (Grisoni et al., 2018).

El desarrollo de modelos QSAR, es un proceso complejo que involucra diferentes
etapas (Cherkasov et al., 2014): a) Compilado y curado de la base de datos de
compuestos que posean determinada la actividad biolégica de interés; b) Calculo de
descriptores moleculares; c) Generacidn de los modelos que vinculan cuantitativamente
la variable dependiente con un subconjunto de descriptores moleculares; d) Validacién

de los modelos generados (Alberca, 2018).

Conforme a lo mencionado en el objetivo de la tesis, hemos desarrollado
funciones discriminantes o modelos clasificatorios capaces de distinguir compuestos
activos frente al modelo animal de crisis 6 Hz. En este capitulo abordaremos la

metodologia in silico empleada y su validacion experimental.

En la figura 5.1 se presenta un flujo de trabajo que resume la estrategia

empleada:
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Figura 5.1 Flujo de trabajo general empleando durante el desarrollo de modelos QSAR.

5.2. Obtencion de modelos QSAR (funciones discriminantes)

5.2.1. Compilado de la base de datos

El primer paso para la confeccion de los modelos computacionales es la
recoleccidn de datos de la actividad de interés, en nuestro caso reportes de actividad de
diferentes compuestos ensayados en el modelo agudo 6 Hz. Es crucial que el conjunto
de datos que obtengamos lo curemos en términos de que el cdlculo de los descriptores
moleculares se realice a partir de representaciones estandarizadas de la estructura
molecular de los compuestos que conforman ese conjunto (Mansouri et al., 2016). Por
ejemplo, debe definirse si las estructuras aromaticas se representaran como dobles
enlaces conjugados o si los electrones m correspondientes se presentardn como
electrones deslocalizados; si los hidrégenos se presentaran de manera explicita o

implicita, etc.

113



Capitulo 5
Estrategia Computacional y Validacion Experimental:
Metodologia

Con el fin de realizar los modelos QSAR, es importante comenzar por buscar
aquellos compuestos que se encuentren reportados como activos e inactivos frente al
blanco molecular, o, en nuestro caso, en el modelo experimental de interés. Debe
destacarse que, aunque la teoria QSAR se desarrollé inicialmente en el marco de un
paradigma fuertemente enfocado en el blanco moleculary en la descripcion y prediccién
de la actividad bioldgica de series de homdlogos y series de compuestos con el mismo
nucleo quimico, existe abundante evidencia empirica de que puede ser exitosamente
aplicada a la prediccién de respuestas fenotipicas (Bellera & Talevi, 2019), estrategia
gue ha sido potenciada con el advenimiento de las técnicas de aprendizaje automatico
de ultima generacién, incluyendo el aprendizaje por ensamblado, el aprendizaje

multitarea y el aprendizaje profundo (Bellera & Talevi, 2019).

En primer lugar, entonces, realizamos una busqueda bibliografica utilizando la
combinacidn de las siguientes palabras clave: “6 Hz seizure model”; “6 Hz model” AND
“antiepileptic drug”; “6 Hz model” AND “antiseizure drug” en los repositorios Scopus

(https://www.scopus.com/home.uri) y PubMed (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/). Es

importante destacar que la mayoria de los datos relevados reportaban un porcentaje de
actividad, medido como proteccidn frente a las crisis inducidas (nimero de animales
protegidos respecto de nimero de animales evaluados), a una cierta dosis y a un cierto
tiempo. Se consideraron compuestos “ACTIVOS” a aquellos reportados con actividad
igual o mayor a 75% a diferentes tiempos post-administracion, a dosis iguales o menores
a 30 mg/kg. En contraste, los compuestos evaluados a dosis de 30 mg/kg y 100 mg/kg
gue no presentaron proteccién alguna contra las crisis fueron catalogados como
“INACTIVOS”. Los compuestos que a dosis menores o iguales a 30 mg/kg presentaron
proteccion sobre 0% a 25% de los animales evaluados fueron excluidos, por considerarse

su clasificacion dudosa.

El curado de la base de datos es un paso de partida critico para desarrollar
modelos con alta capacidad de prediccion (Roy et al., 2015). Cualquier error en la
representacion de la estructura se traduce en un calculo incorrecto de los descriptores

moleculares y la consecuencia de ello, posiblemente sea una interpretacién incorrecta
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de los resultados que se obtienen a partir de los modelos (Fourches et al., 2010). Como
se menciond, se recurrié a un procedimiento de estandarizacién para erradicar
incongruencias en la representacion de las estructuras moleculares (Fig. 5.2). En lineas
generales, se removieron los metales, las moléculas de solvente y contraiones, se
neutralizaron las estructuras, se aromatizaron las estructuras con anillos aromaticos, se
explicitaron los hidrégenos vy, finalmente, se eliminaron estructuras duplicadas. Dado
que trabajariamos con descriptores independientes de la conformacién, también se
removid de la representacidon cualquier indicacién de estereocisomeria dptica. Para tal
estandarizaciéon se utiliz6 el programa Standardizer Instant JCHEM v. 16.9.12.0,
aplicando los siguientes pasos en el siguiente orden: disconnect metal atoms; remove
solvents; strip salts; remove absolute stereo; add explicit hydrogens; aromatize;

neutralize; clean 3D; clean 2D; clear stereo.

Base de datos de compuestos quimicos

Remocidn de mezclas racémicas,
un compuestosinorganicosy
organometalicos

== === REMOCion de salesy solventes

Tratamiento de hidrégenos
explicitos

i mununusss Conversiony limpieza
estructural (3D a 2D)

EEEEEEEEEEEEEEEN |nSpeCCi6nmanua|

Base de datos curada

Figura 5.2 Proceso general para el curado de la base de datos empleado en este trabajo de tesis.

Para observar la diversidad de los compuestos dentro de la base de datos y

dentro de cada categoria, de manera de asegurar que no se presenten estructuras
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repetidas, por un lado, y apreciar la diversidad molecular intra- e inter-clase, se
realizaron mapas de calor o heatmaps empleando en programa Gitools versién 2.3.1
(Perez-Llamas & Lopez-Bigas, 2011). Estos estan basados en los coeficientes de
Tanimoto, obtenidos mediante huellas dactilares circulares de radio 4 (circular ECFP_4
molecular fingerprints) utilizando el programa ScreenMD — Molecular Descriptor
Screening v. 5.5.0.1 (JChem Manager, ChemAxon, 2016). Existen diferentes coeficientes
tanto de similitud como de disimilitud; en este trabajo de tesis, se utilizo el coeficiente

de disimilitud de Tanimoto 1 — S, donde S estd representado en la ecuacion 5.2:

c
St = P 0<Sr <1 (Ecuacion 5.2)

Donde a: numero de tipos de subestructuras (bits) o caracteristicas estructurales
presentes en el compuesto A; b: nimero de tipos de subestructuras o bits presentes en
el compuesto B; c¢: niumero de tipos de subestructuras o bits presentes en ambos

compuestos.

5.2.2. Particion de la base de datos

Los compuestos de la base de datos deben ser particionados para conformar dos
subconjuntos de datos, el conjunto de entrenamiento o training set y el conjunto de
prueba o test set. Estudios previos sugieren que el muestreo racional del set de datos
en subconjuntos representativos conduce a modelos con mejor capacidad predictiva
(Leonard & Roy, 2006; Martin et al., 2012). Los compuestos dentro de cada conjunto
deben abarcar el mayor espacio quimico posible, para que los modelos resultantes
puedan emplearse para explorar grandes repositorios quimicos de gran diversidad
molecular. Adicionalmente, se prefiere que las clases del conjunto de entrenamiento

estén equitativamente balanceadas para evitar sesgos (Wei & Dunbrack, 2013).

Los algoritmos de particion racional como las metodologias de clustering (o

agrupamiento) intentan dividir los datos de una forma mas representativa, pertenecen
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al grupo de técnicas de clasificacion no supervisadas (es decir, no requieren de una
variable dependiente) y nos permiten agrupar datos utilizando sélo las caracteristicas
moleculares de los compuestos. Existen numerosos métodos de clustering basados en
descriptores y fingerprints, entre los que de manera muy general se puede mencionar
al método de Ward (técnica jerdrquica), el método de Jarvis-Patrick y el algoritmo k-
means (ambos pertenecientes a las técnicas no jerdrquicas) (Bocker, 2008). A

continuacion, se detalla la estrategia de particion que empleamos.

En este trabajo utilizamos dos metodologias secuenciales de agrupamiento o
clustering para dividir el conjunto de datos de manera representativa. En una primera
etapa se aplicé una técnica de clustering jerdrquico basado en la maxima subestructura
comun mediante LibraryMCS v16.10.10.0 (ChemAxon 2016). LibraryMCS se basa en la
busqueda de la maxima subestructura comun (MSC) (Vargyas et al., 2008), es decir el
subgrafo quimico de mayor tamafio contenido dentro de las moléculas comparadas. El
algoritmo construye una matriz de similitud para el pool de estructuras consideradas y
en funcion de los coeficientes de similitud, selecciona el par de estructuras que
presentan el mayor valor del coeficiente, determinando la MSC entre ellas. A partir de
esta subestructura MSC, se agrupan todas aquellas estructuras del conjunto de datos
gue la contienen (Fig. 5.3). Este procedimiento se repite con las moléculas remanentes
hasta que no se encuentran mas pares de estructuras con un valor de coeficiente de
similitud por encima del valor umbral empleado por el algoritmo, o con una MSC por
encima del umbral definido por el usuario. Las estructuras que presentan valores de
coeficientes menores al valor umbral, no se incluyen dentro de ningun cluster y son
denominadas outliers. Utilizando una MSC de al menos 9 atomos y permitiendo que se
fragmenten los anillos, se formaron diferentes clusters o grupos, tanto para los activos
como para los inactivos, a partir de los cuales se eligieron aquellas estructuras que
actuarian como “semilla” para la técnica de clustering no jerarquico utilizada en la etapa

siguiente.
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OH

Figura 5.3 Ejemplo de Maxima Subestructura Comun entre Levetiracetam (izquierda) y
Oxiracetam (derecha). Puede observarse que la subestructura de color violeta es comun a
ambos compuestos.

En una segunda etapa, utilizamos el método de optimizacién k-means
empleando el programa Statistica 10 (Statsoft Inc., 2011) (Everitt et al., 2011), se
optimizaron los grupos de compuestos obtenidos por jerarquia (Fig. 5.4). El método k-
means involucra un algoritmo de optimizacidon de agrupamientos que - como cualquier
algoritmo de optimizacién de agrupamientos - obedece los siguientes pasos generales:
a) encontrar o proponer una particion inicial de n objetos en k grupos; b) calcular la
variaciéon en un criterio de agrupamiento cuando un objeto de un grupo se mueve a otro;
c) realizar el cambio que conduce a la mayor mejora en el valor del criterio de
agrupamiento; d) repetir los pasos b) y c) tantas veces como lo defina el usuario o hasta
alcanzar convergencia (cuando ningun desplazamiento de objetos de un grupo a otro
produzca una mejoria). En el caso particular del método k-means, el criterio de
agrupamiento es la minimizacién de la suma de cuadrados intragrupo (Ecuacién 5.3)

(Verma et al., 2012).

Z;(n=1 ?ﬁ(xml - fm)z (Ecuacion 5.3)
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Donde k representa el nimero de grupos en los que se particionan los objetos,
nm es el nimero de objetos en el grupo m, x,,; denota al vector p-dimensional
(considerando que se utilizan p descriptores moleculares para caracterizar cada objeto)
de observaciones del objeto / del grupo m, X,,, y es el vector que representa la media de

los elementos del grupo m en el espacio p-dimensional.

Para esta segunda etapa del clustering se calcularon una serie de descriptores
con Dragon 6.0 (Talete SRL, 2011) que reflejan distintos aspectos de la estructura
molecular?, y se normalizaron para el posterior calculo de la distancia euclidiana. Para el
primer paso, se definieron como semillas de los k grupos n estructuras elegidas

aleatoriamente de los clusters propuestos por el algoritmo de clustering jerarquico.

Luego de las dos etapas secuenciales de clustering, se generaron diferentes
conjuntos de moléculas, tanto para los compuestos activos como para los inactivos. De
alli, se seleccionaron aleatoriamente un porcentaje cercano a 70% para los compuestos
activos y una proporcién similar para los inactivos para formar parte del conjunto de
entrenamiento o training set; mientras que los compuestos restantes se asignaron al

conjunto de prueba o test set (cercano al 30% para ambas categorias).

L ‘MW’: Peso molecular; ‘MlogP’: Coeficiente de particion octanol agua; ‘TPSA (Tot)’: Area de superficie total
topoldgica; ‘nHAcc’: Nimero de &tomos aceptores de enlaces de H; ‘IAC’: indice de informacién total sobre la
composicion atdmica; ‘Sv’: Suma de los volimenes atémicos de van der Waals.
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Figura 5.4 Esquema general ilustrativo de particién de la base de datos obtenida a partir de
bibliografia, empleando la técnica de clustering Library MCS y luego, la técnica de clustering k-
means.

5.2.3. Calculo de descriptores moleculares

En este trabajo, se decidio trabajar con descriptores de baja dimensionalidad (0D
- 2D), ya que presentan algunas ventajas respecto a los descriptores 3D/4D. La primera
de ellas es que son independientes de la conformacién (Cherkasov et al., 2014), por lo
que su utilizacion esta asociada a menor costo computacional (no es necesario realizar
un analisis conformacional previo, lo cual constituye un aspecto fundamental cuando se
pretende cribar bases de datos de gran tamafio) y su cdlculo es absolutamente

reproducible (condicién que no siempre se cumple cuando se trabaja con descriptores

120



Capitulo 5
Estrategia Computacional y Validacion Experimental:
Metodologia

dependientes de la geometria utilizando una busqueda conformacional estocastica). Sin
embargo, el empleo de descriptores 2D presenta ciertas limitaciones: muchos de ellos
son abstractos y dificiles de interpretar, lo que se traduce en una dificultad para conocer
como un determinado compuesto interacciona con su blanco molecular, ya que se
carece de informacion sobre el tipo de interacciones y/o efectos electrdnicos, estéricos

o hidrofébicos (Bellera, 2014).

Se calcularon, con el software Dragon 6.0, 3.668 descriptores moleculares
independientes de la conformacién para todas las estructuras que conforman cada uno
de los conjuntos de datos. En este calculo, se excluyeron los descriptores constantes y
casi constantes (aquellos que presenten baja variabilidad, con desvio estandar < 0,05)
con el fin de excluir descriptores con bajo contenido de informacién. También se han
excluido aquellos descriptores que presentaban uno o mas valores perdidos (es decir,
cuando no se podia calcular su valor para alguna/s de las moléculas del conjunto de

entrenamiento).

5.2.4. Modelado

Uno de los desafios que presenta el modelado QSAR es que frecuentemente se
utilizan datos ruidosos provenientes de determinaciones en distintos laboratorios, con
diferentes protocolos experimentales (por ejemplo, tal vez utilizando equipamientos de
distinto fabricante o modelo, distintas cepas de animales, etc.) (Cherkasov et al., 2014).
Dado que la funcién (modelo) que se busca no predecird una variable continua sino la
clase a la que pertenece cada elemento de un conjunto de objetos se ha propuesto que
el ALD y otras técnicas destinadas a encontrar modelos clasificadores pueden ser Gtiles
para manejar datos ruidosos (por ejemplo, un punto final asociado a gran variabilidad o
aquellos casos, como el nuestro, en los que se compilan datos experimentales de

distintos laboratorios).
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Con el fin de generar los modelos clasificatorios, cada clase de objeto se asocid
a un valor de una variable dependiente binaria arbitraria que funciona como etiqueta
de las clases. En nuestro caso, a la categoria “Activos” le asignamos el valor de “1”, en

tanto que a la categoria de “Inactivos” se le dio el valor de “0”.
5.2.4.1. Subespacios aleatorios

Actualmente, existen muchos métodos que generan automadticamente
conjuntos de clasificadores. Algunos de ellos realizan muestreos aleatorizando el
conjunto de ejemplos de entrenamiento (tal como bootstrapping), otros aleatorizan la
eleccién de los atributos (por ejemplo, el método de subespacios aleatorios) y otros
métodos aleatorizan tanto ejemplos como atributos (como en el caso de Grandon

Forest) (Daho & Chikh, 2015).

En este trabajo de tesis, para generar los modelos clasificatorios se dividié el pool
total de descriptores moleculares en 1.000 subconjuntos con no mas de 200
descriptores cada uno; luego, a partir de cada subconjunto se generd un modelo
clasificador independiente. Esta estrategia se corresponde a un enfoque de subespacios
aleatorios, donde los descriptores moleculares se muestrean al azar y cada clasificador
individual se entrena en un subconjunto aleatorio del espacio de descriptores. Esta
técnica conduce a que los modelos individuales no se concentren en las caracteristicas
gue muestran una alta capacidad explicativa en el conjunto de entrenamiento,

tendiendo a generar una mejor capacidad predictiva (VySkovsky et al., 2016).

En esta ocasidn, se utilizd un script in house desarrollado en el lenguaje Rv. 3.5.1

(https://cran.r-project.org/package=data.table). En el Material Suplementario se

presenta el script utilizado para realizar esta aleatorizacién.

5.2.4.2. Seleccion de descriptores moleculares y generacion de los modelos

clasificatorios

La seleccién de variables independientes que mejor correlacionan con la variable

dependiente es un procedimiento critico del modelado QSAR, ya que podria conducir a
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una pobre performance en caso de seleccionarse caracteristicas poco significativas

(Gonzalez et al., 2008).

En este trabajo se optd por la técnica de ALD Stepwise Forward (pasos hacia
adelante) (Fig. 5.5). Este método estadistico realiza la seleccién de los descriptores que
se incluyen en cada modelo mediante una regresidon de cuadrados minimos por pasos
hasta encontrar el mejor modelo (“paso por paso”). En cada etapa, la variable
independiente (descriptor) mejor correlacionada con la fraccién sin explicar de la
varianza de la variable dependiente (clase) es incluida en el modelo de regresion. Estos
procesos se realizan una y otra vez hasta que la adicion de una nueva variable
independiente no contribuye a una reduccion significativa de la varianza (Toropova &
Toropov, 2017) o hasta alcanzar un maximo de pasos que define el usuario segun algun

otro criterio (en nuestro caso, evitar o minimizar el sobreajuste).

4
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e ' q
* s y=0
o & r 1
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Min( x) Max (x) 0 1
Correlacion tradicional Semicorrelacién

Figura 5.5 Grafica ilustrativa de una correlacidon tradicional vs una semicorrelacion. VP:
verdaderos positivos; VN: verdaderos negativos; FP: falsos positivos; FN: falsos negativos.
(Adaptado de Toropova & Toropov, 2017).

Se generaron entonces 1.000 modelos clasificadores o funciones discriminantes,
utilizando la técnica mencionada. Se utilizé el lenguaje R v.3.5.1 y entorno RStudio
v.1.1.456 para generar los modelos; el script empleado se detalla en la seccién Material

Suplementario.
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Con el fin de excluir de las funciones discriminantes aquellos pares de
descriptores altamente correlacionados, se seleccioné un valor de tolerancia (B) de 0,5.
El valor de B presenta una correlacion inversa con el maximo valor del coeficiente de
correlacién entre una variable independiente incluida en el modelo y todas las demas;
es la inversa del Factor de Inflacion de la Varianza (FIV), tal como se representa en la
ecuacion 5.4. Cuanto menor es el valor de tolerancia, mas redundante es la contribucion
de una variable respecto de otras variables independientes (Daoud, 2017; Thompson et
al., 2017).

_1_p2_ L 9
Bi=1 R; v (Ecuacién 5.4)

Donde Rj es el coeficiente de correlacidn entre la variable independiente jy todas
las restantes variables independientes incluidas en el modelo. En general se acepta que
valores de FIV < 5 indican que no existe alta multicolinealidad (Daoud, 2017; Rawlings
et al., 1998). Por lo tanto, el valor de B de 0,5 indicaria como mdaximo un valor de FIV de

2.

Hoy en dia, las diversas herramientas computacionales permiten el calculo de un
gran numero de descriptores, de tal modo que es posible que en un modelo QSAR se
incluyan un gran nimero de variables en comparaciéon con el nimero limitado de
ejemplos de entrenamiento, con riesgo de correlaciones espurias (Roy et al., 2015). Algo
similar podria ocurrir si se recurre a métodos excesivamente flexibles en relacién con el
numero de ejemplos de entrenamiento disponibles. Por otra parte, el principio de
Ockham o principio de parsimonia, como se lo conoce mas comunmente, establece que,
en igualdad de condiciones, la explicacién mas sencilla de un fendmeno debe preferirse
a la mas compleja. Ahora bien, cuando un modelo QSAR quebranta este principio, se
incorporan innecesariamente en él mayor nimero de variables independientes o un
exceso de parametros ajustables, caracteristica que se conoce como sobreajuste (en
inglés, overfitting) (Hawkins, 2004). El sobreajuste implica aumentar el caracter
explicativo o descriptivo del modelo (es decir, en nuestro caso su poder clasificador

sobre el conjunto de entrenamiento) sacrificando generalizabilidad (es decir, capacidad
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predictiva frente al conjunto de prueba o cualquier otro conjunto independiente que se
estudie) (Subramanian & Simon, 2013). Con el fin de reducir el sobreajuste, se
configurd el nimero maximo de descriptores por modelos en un valor de 6 (n = 6), ya
que se recomienda una relacion minima de 10 entre el nimero de objetos de

entrenamiento y el nimero de descriptores (Subramanian & Simon, 2013).

La funcion discriminante (FD) obtenida corresponde a un plano en el espacio k-
dimensional (siendo k el numero de descriptores incluidos en el modelo) que,
idealmente, deja a uno y otro lado los compuestos activos e inactivos. La ecuacion 5.5

presenta la forma general de una FD (Yee & Wei, 2012):
FD = ay + 3% . a;w; (Ecuacién 5.5)
0 i=1 AW cuacion 5.

Donde a, es la ordenada al origen y a; es el coeficiente asociado a cada

descriptor w; que se incluye en la funcion discriminante (FD).

5.3. Validacion de los modelos individuales

Para evaluar la robustez y capacidad predictiva de los modelos generados, se
utilizaron dos técnicas de validacion: validacion interna, utilizando a tal fin el propio
conjunto de entrenamiento, y validacion externa, realizada empleando el conjunto de
prueba (Roy et al., 2015). Mediante estas, se puede analizar como se comportan los
modelos generados, desde el punto de vista de la clasificacidn. Particularmente, para
este trabajo de tesis, un buen modelo o combinacién de modelos sera aquel que pueda
discriminar con un grado alto de confiabilidad entre un compuesto activo y un

compuesto inactivo frente al modelo animal de crisis 6 Hz.

5.3.1. Validacion interna

Se aplicé el método de validacidn cruzada Leave Group Out (Veerasamy & Rajak,

2011).
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5.3.1.1. Validacion Cruzada o Leave Group Out

Un método cominmente empleado durante la validacion interna es la validacion
cruzada, que comprende distintos enfoques dependiendo de la proporcién de los datos
utilizada, tales como Leave Group Out (LGO, también conocida como k-fold cross
validation) y Leave One Out (LOO) (Gramatica, 2013) (“dejar un grupo fuera” y “dejar
uno fuera”, respectivamente). Estas técnicas permiten evaluar la robustez vy

predictibilidad de los modelos generados (Veerasamy & Rajak, 2011).

En este trabajo de Tesis, se utilizd la técnica de k-fold Cross Validation para
evaluar la performance de clasificacidon de las funciones discriminantes generadas. El
método implica la division de manera aleatoria del conjunto de entrenamiento en k
subconjuntos de compuestos (cada subconjunto se denomina fold, es decir, doblez o
pliegue), los cuales tienen aproximadamente el mismo numero de objetos. Los folds son
removidos, uno por vez, para generar en cada caso un nuevo modelo clasificatorio con
los compuestos pertenecientes a los k-1 folds restantes. Luego, se evalua la exactitud de
las predicciones de este nuevo modelo sobre el fold removido, y este proceso se repite
tantas veces hasta haber conseguido, por lo menos, que cada compuesto del training
set haya sido removido en uno de los folds. Se compara luego el desempefio sobre los

folds con el desempefio del modelo original sobre el training set completo (Wong, 2015).

En cada ronda de validacién cruzada, se tomd al azar un subconjunto que
comprendia 3 compuestos de cada categoria (3 activos y 3 inactivos), y el modelo se
regenerd utilizando los compuestos restantes como ejemplos de entrenamiento. El
modelo resultante se usd para predecir la etiqueta “clase” para los 6 compuestos
eliminados. El procedimiento se repitié 10 veces (k=10), eliminando cada uno de los

compuestos del conjunto de entrenamiento al menos una vez.

Los resultados se informaron como el porcentaje promedio de buenas
clasificaciones (%BC) en los folds, y esto se compard con la performance para el conjunto
de entrenamiento original. Un alto %BC promedio significa, por un lado, que las

funciones discriminantes que se obtienen son capaces de discriminar entre las dos
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categorias, “Activos” e “Inactivos”, pero, ademads, que el procedimiento por el cual se
gener6 el modelo es robusto en el sentido de que el desempeiio del modelo no se
modifica sustancialmente ante pequefas perturbaciones (en este caso, la remocién de
un 10% de los ejemplos de entrenamiento). Ademas, la performance de la prediccion
interna de los modelos se comparé con el parametro NOMER% o tasa de error en

ausencia del modelo (ecuacidén 5.6) (Gramatica, 2013).

n—npy

NOMERY% =

X 100 (Ecuacidn 5.6)

Donde n es el numero total de objetos y nes el nimero de objetos de la clase

mas representada.
5.3.2. Validacion externa

Consiste en predecir el valor de la variable dependiente para un conjunto de
moléculas externas que no hayan sido utilizadas para la generacion de los modelos
(Veerasamy & Rajak, 2011). Aunque las validaciones internas arrojen buenos resultados,
la capacidad predictiva de los modelos QSAR solo se puede establecer si se aplica con

éxito en un conjunto de prueba externo (Kausar & Falcao, 2018).

Durante esta validacidn, los modelos generados se aplicaron al conjunto de
prueba, que incluia compuestos de ambas clases, y se evalud asi cudles de ellos estaban
correctamente clasificados. Se obtuvieron distintos parametros: %BC global, %BC para

la categoria “ACTIVOS” y para la categoria “INACTIVOS”.
5.3.3. Evaluacion del desempeiio de los modelos

A partir de la construccién de una matriz de confusidon, mostrada en la tabla 5.1,
gue codifica el nimero de predicciones correctas e incorrectas de cada clase es posible
calcular dos indicadores relevantes para estimar el desempeno de un modelo QSAR en
tareas de clasificacidon, la Sensibilidad (Se, tasa de verdaderos positivos) y la

Especificidad (Sp, tasa de verdaderos negativos) (Ballabio et al., 2018; Gramatica, 2013).
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Tabla 5.1 Matriz de confusion.

Prediccidn
Positivos Negativos
5 Positivos  Verdaderos Positivos (VP) Falsos Negativos (FN)
2 Negativos Falsos Positivos (FP) Verdaderos Negativos (VN)
o

Las ecuaciones de Se y Sp se presentan en las ecuaciones 5.7 y 5.8,
respectivamente. Los VP son aquellos compuestos ACTIVOS clasificados como ACTIVOS,
FN indican en nuestro caso compuestos ACTIVOS clasificados como INACTIVOS por el
modelo, VN indica compuestos INACTIVOS clasificados como INACTIVOS y FP son

aquellos compuestos INACTIVOS que son clasificados como ACTIVOS por el modelo.

VP L,
Se = (Ecuacién 5.7)
VP+FN
VN
Sp = (Ecuacién 5.8)
VN+FP

5.3.3.1. Andlisis del Area bajo la curva ROC

La curva Receiver Operating Characteristics (ROC) es una herramienta valiosa que
permite evaluar si el modelo se comporta significativamente mejor que una clasificacién
al azar o que otro modelo (Roy et al., 2015). Tal como se observa en la grafica de la
figura 5.6, una AUC ROC igual a 1 se relacionara con un modelo cuya clasificacion es
perfecta, mientras que un modelo que presente AUC ROC con valores cercanos a 0,5,
representada por la linea diagonal de la grafica, sera aquel con un bajo o nulo poder
predictivo (clasificaciones al azar) (Gramatica, 2013). Valores de AUC ROC
comprendidos entre 0,5 y 1, estaran asociados a modelos con capacidades predictivas

intermedias, que mejoran conforme se acercan a una AUCROC = 1.

Como afirman Triballeau y colaboradores en el primer reporte del uso de estas
curvas en el marco de una campafia de SV, la seleccidn de un determinado balance entre

Se y Sp no es una cuestidn estadistica, sino que depende del contexto. En nuestro caso,
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debido al presupuesto limitado para adquirir candidatos, decidimos priorizar Sp sobre
Se para reducir el numero de falsos positivos (compuestos que ensayariamos en el
ensayo 6 Hz, pero no tendrian la actividad predicha sobre el ensayo). Esto significa, no
obstante, que para reducir el nimero de falsos positivos nos arriesgamos a perder
andamios/motivos estructurales potencialmente valiosos (Bertrand & Triballeau,

2005).

Criterio de corte

Mayor Sensibilidad ’

Inactivos

Mayor Especificidad
Curva ROC

J————J__H__a_j:jj7

: Activos 100

VP 80 c2

FN
50

FP

Numero de compuestos

a0

c3
c1 2 Score ’

Sensibilidad

20

0 20 a0 60 80 100

100 - Especificidad

Figura 5.6 Grafica esquematica de la construccion de una curva Receiver Operating Curve (ROC).

Para la obtencidn de las curvas ROC se utilizé el programa MedCalc Statistical

Software version 16.4.3 (MedCalc Software 2016; https://www.medcalc.org). Las

distintas curvas ROC fueron comparadas, obteniendo los intervalos de confianza del 95%

a través del método no paramétrico de DelLong y colaboradores (DeLong et al., 1988).
5.3.3.2. Otras métricas generales de evaluacién del desemperio

Una diversidad de parametros estadisticos se utiliza cominmente para evaluar
el desempeiio de los modelos clasificatorios (Gramatica, 2013; Roy & Mitra, 2011).

Entre tales parametros, se obtuvo la Exactitud o Accuracy que, como se ha visto, refiere
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a la proporcién de clasificaciones correctas respecto del nimero total de ejemplos en el
conjunto. Asimismo, se obtuvieron el Valor Predictivo Positivo y Valor Predictivo
Negativo. El primero refiere a la proporcion de compuestos predichos como activos por
el modelo clasificatorio y que experimentalmente demuestran resultados positivos, es
decir, poseen la actividad buscada. Por su parte, el Valor Predictivo Negativo es la
proporciéon de compuestos que el modelo clasificatorio predice como inactivos, y cuyos

resultados experimentales son negativos (Gramatica, 2013).

Se calculé ademads el pardmetro F-measure, el cual evalta la capacidad de los
modelos para aceptar objetos de ambas clases. El F-measure se obtiene como resultado
de la media armdnica entre la Se y la precisién, relacionada con la capacidad del
clasificador para evitar predicciones incorrectas dentro de una clase (Ballabio et al.,
2018). Los valores de este parametro varian entre 0 y 1. Valores altos de Se y de
precisién implican valores altos de F-measure que, a su vez, infiere una buena capacidad

clasificatoria del modelo (Roy & Mitra, 2011).

5.3.4. Campaiias simuladas de SV

A través de campafias de SV retrospectivo, Truchon y colaboradores
demostraron que la desviacidon estandar de las métricas de AUC obtenidas de las curvas
ROC converge a un valor constante cuando se utilizan pequefios rendimientos de activos
(también denominados prevalencia de activos Ya de la biblioteca analizada (Truchon et
al., 2007). Un valor de Ya pequefio (por debajo de 0,05) parece proporcionar resultados
robustos y también asegura que el efecto de saturacidn es constante o ausente. Un alto
numero de sefiuelos y un pequeiio Ya contribuyen a un comportamiento estadistico
controlado. En consecuencia, se realizaron campafias retrospectivas de SV para estimar
el desempeno de los modelos individuales en un escenario similar al que utilizariamos
en una campafa de SV prospectivo. Las campafas de SV retrospectivas nos permiten,

entonces, examinar la performance de nuestras funciones discriminantes al ser
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confrontadas con bibliotecas quimicas similares a las que utilizaremos en un escenario

real (Alberca et al., 2019).

Para ello, se construyeron dos bibliotecas adicionales, las cuales contienen un
pequefio numero de activos inmersos en un gran nimero de compuestos inactivos. Los
compuestos activos elegidos para el conjunto de prueba se dispersaron en un gran
numero de sefiuelos (presuntos inactivos o decoys) proporcionados por el enhanced
Directory Useful Decoys (DUD-E) (Mysinger et al., 2012). La biblioteca llamada base
“DUDE-A", se construyd generando 50 presuntos inactivos por cada uno de los 14
compuestos activos de aquel conjunto, resultando en una baja proporcién de activos
(menor al 2%; 14 activos inmersos en 700 decoys). Adicionalmente, se generd una
segunda biblioteca, denominada “DUD-E B”, aunque esta vez el nimero de sefiuelos fue

considerablemente mayor (3.500 decoys).

Tal como se menciond anteriormente, el conjunto DUDE-A se utilizé para estimar
el rendimiento de los modelos individuales en un verdadero experimento de cribado
virtual y para decidir la mejor combinaciéon de modelos, esto es la cantidad de modelos
que se combinan y a través de qué operador (ver siguiente seccion). La base DUDE-B se

utilizé para validar el desempeno de los ensambles de modelos.

5.4. Combinacion de modelos

El Aprendizaje por Ensamblado (en inglés, Ensemble Learning) implica todos
aquellos procedimientos empleados para entrenar multiples algoritmos de aprendizaje
y combinar sus resultados adecuadamente (Brown, 2010). Se sabe que esta
aproximacion conduce a una mejora en las precisiones y predicciones individuales

(Carbonneau et al., 2016; Daho & Chikh, 2015; Li et al., 2014; Min, 2016).
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Para mejorar la performance de los clasificadores individuales, se aplicaron
diferentes operadores para combinar modelos individuales: RANKING, PROMEDIO,
MINIMO y VOTING (Zhang & Muegge, 2006).

La técnica del promedio del RANKING (Rank Average) calcula los promedios del
Ranking de los compuestos j, ordenados de forma decreciente segun cada valor de score
obtenido en cada modelo individual. Mediante el operador PROMEDIO (Average Score)
se compara todos los valores de score que se obtienen en los modelos individuales que
se combinan y se calcula el promedio de estos. La técnica de fusion de los modelos por
el operador MINIMO (Minimum Score) devuelve para cada compuesto, el valor minimo
de score de entre todos los calculados por los modelos individuales que integran el
ensamble (Alberca, 2018). Cuando los modelos se combinan por el promedio de VOTING
(Voting Average), el calculo se realiza a través de la ecuacion 5.9, para la cual rank;; se
define como la posicién en el ranking que ocupa cada compuesto j cuando los
compuestos se ordenan en orden descendiente y Ngpes el numero total de compuestos

en la base de datos. Luego se promedian los votos obtenidos para cada compuesto j.

, . rank;;
voto; = max (0, int (11 - —”)) (Ecuacién 5.9)
0,02Ngp

Para obtener las distintas combinaciones de modelos se utilizé el lenguaje Ry el
entorno RStudio. Los scripts para utilizar cada técnica de Ensemble Learning se adjuntan

en el Anexo 2 del Material Suplementario.

Los mejores modelos individuales fueron seleccionados y combinados utilizando
como criterio de desempeno el AUC ROC en la base DUDE-A, analizando distintas
combinaciones sistemdticas a partir de los dos mejores modelos hasta llegar a la
combinacion de 100 modelos. En este caso, se obtuvieron graficas de valores de curvas
AUC ROC versus numero de modelos combinados empleando cada operador, con el
paquete pROC (Robin et al., 2011). También se calcularon las métricas BEDROCy RIE 1%
(Truchon et al., 2007). BEDROC (en inglés, Boltzmann-enhanced discrimination of ROC)

es un parametro que indica la probabilidad de que un compuesto se clasifique como
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activo entre los primeros compuestos rankeados dentro de un conjunto ordenado, el
cual presenta distribucion exponencial con un nivel de significancia a. En general, para
la evaluaciéon de metodologias de VS se recomienda un valor de a = 20, lo que significa
que el 8% en el inicio del ranking contribuye en un 80% al valor de BEDROC (Ntie-Kang,
2020). Esta métrica se deriva del parametro RIE, tomando valores entre 0 y 1. El
pardmetro RIE (en inglés, Robust initial enhancement), descripto por Sheridan vy
colaboradores (Sheridan et al., 2001), utiliza un esquema de ponderacién exponencial,
otorgando mayor peso a los activos que son reconocidos entre los primeros scores
dentro un ranking relativo de compuestos (Zhao et al., 2009). Para RIE 1%, aquella
ponderacion se realiza sobre el 1% de los compuestos que quedan rankeados en los

primeros puestos.

Se realizaron los andlisis anteriormente descritos para los cinco mejores modelos
individuales y para la combinacién de modelos con cada operador, utilizando el entorno
R y la herramienta online ROCKER (Latti et al., 2016). El desempeiio de la mejor
combinacidon de modelos fue evaluado en otra campaiia retrospectiva, que incluia como

base de datos a la base DUDE-B.

5.5. Seleccion de valor de corte

Tal como se menciond en la seccién 5.3.3, para poder conocer si la prediccién del
modelo o la combinacién de modelos es positiva, es decir, el modelo predice un
determinado compuesto como activo, es necesario establecer un valor de corte del
score, que se utilizara en el screening. Una posibilidad es definir el valor de corte como
aquel que conduce a unarelacién Sp — Se adecuada, a través de las graficas de las curvas
ROC. Una alternativa es recurrir al analisis de graficos de superficie del Valor Predictivo

Positivo (PPV, por sus siglas en inglés) (Alberca et al., 2019).

Una cuestion importante al implementar campafas de SV es predecir la

probabilidad real con la que un hit pueda confirmar la actividad predicha cuando se
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someta a pruebas experimentales (PPV). A menudo, se suelen confundir tanto el término
de PPV como el Valor Predictivo Negativo (NPV, por sus siglas en inglés) con la Sey Sp
(Sadrzadeh et al., 2017), aunque los primeros son mas informativos desde el punto de
vista practico en tanto en su cdlculo se considera, también, la proporcién de activos en
la base de datos. Por lo mismo, la estimacién de tal probabilidad se dificulta debido a su
dependencia de Ya, un dato que en campafias prospectivas de SV no es conocido de

antemano (Goicoechea et al., 2019) (Ecuacion 5.10):

SeY
PPV = e’d (Ecuacidn 5.10)
SeYa+(1-Sp)(1-Ya)

La ecuacidén 5.10 se aplicé para construir graficos de superficie PPV, con el fin de
elegir un valor de corte dptimo para seleccionar los hits a partir de una campaia
prospectiva de SV. Tales graficas 3D ilustran la interaccidon entre el valor de PPV, la
relacién Se/Sp y Ya. Cuando el valor de PPV se aproxima a 1 (100%), mejor es la
prediccidén de los modelos, ya que la probabilidad de confirmar un verdadero positivo es

la mayor entre todos aquellos compuestos predichos como activos.

Para la construccidn de los graficos de superficie PPV se utilizd el paquete de
graficos en R (https://cran.r-project.org/package=plotly). Los valores de Sey Sp se
calcularon en todo el rango de valores de score posibles y Ya fue variado entre 0,001 y
0,010 (0,1% y 1%, respectivamente), ya que se estima que en una campafia prospectiva
esa es, aproximadamente Ya. El andlisis visual de las superficies PPV resultantes nos

permitid seleccionar un valor de umbral de score con un rango deseado de PPV.

5.6. Cribado Virtual

Tal como se ha postulado a lo largo de este trabajo, la técnica de SV fue empleada
para cribar grandes bases de datos, empleando los modelos construidos. En particular,
se aplicd la combinacidon de modelos elegidas sobre la base de datos DrugBank v.5.0.0.

y SweetlLead. DrugBank 5.0.0, es una base de datos en linea que contiene informacién
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extensa sobre los farmacos candidato que se encuentran en fase clinica de evaluacion,
nutracéuticos y farmacos aprobados por la FDA (Wishart et al., 2018). Por su parte,
SweetlLead es una base de datos que reune fdrmacos aprobados por otras agencias
reguladoras internacionales, derivados de productos naturales y productos quimicos

regulados (Novick et al., 2013).

Las bibliotecas quimicas obtenidas de ambas bases de datos se procesaron
mediante Standardizer versién 16.9.12.0 (ChemAxon 2016), utilizando los mismos pasos

especificados en la seccién 5.2.1.

Se calcularon los descriptores moleculares para los compuestos de estas
bibliotecas y, utilizando la mejor combinacidon de modelos, se calcularon los valores de
score para cada uno de los compuestos contenidos en las bases de datos DrugBank y

SweetlLead.

5.7. Dominio de aplicacion

El dominio de aplicacion representa una regién tedrica del espacio quimico,
donde las predicciones de cada modelo QSAR-2D son confiables. Con la estimacién de
este dominio, definido por la naturaleza de los compuestos quimicos que componen el
training set, se determina la region del espacio quimico donde los modelos realizan
predicciones veridicas. De esta manera, una vez obtenidos los resultados del SV, se

estima un limite a partir del cual la prediccién deja de ser confiable (Roy et al., 2015).

Existen varios métodos para estimar el dominio de aplicacién; particularmente
en este trabajo de tesis se utilizé la regla de la palanca (Leverage Method), un método
basado en distancias (Roy et al., 2015a). Se calculan los valores de la palanca h; de cada

compuesto que integra la base de datos a evaluar (ecuacién 5.11).
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hi = Xi (XT * X)_l * XiT i=1,2,..,n (Ecuacion 5.11)

Siendo y; el vector de los descriptores del compuesto i, y x es la matriz que contiene los
valores de los descriptores del modelo para el conjunto de entrenamiento

(Eslamimanesh et al., 2012).

Un compuesto seleccionado a partir del SV de una base de datos estara dentro
del dominio del modelo si estd por debajo del valor umbral o critico h*, calculado a
través de la ecuacion 5.12, donde f es el numero de descriptores incluidos en el modelo

y n es el nUmero de compuestos en el conjunto de entrenamiento.

n* = 3f  (Ecuacién 5.12)
n

Aquellos compuestos que presenten valores de palanca h; mayores a h*,
quedardan por fuera del dominio ya que se estima que la prediccién que ha hecho el

modelo respecto de su clasificacién no es confiable (Eslamimanesh et al., 2012).

Este método cumple con ciertas ventajas, entre las cuales se destaca que es
simple y computacionalmente facil de llevar a cabo, ya que ademas no requiere ningun

software estadistico especial (Roy et al., 2015a).

Descartando aquellos compuestos que quedan por fuera de este dominio, se
evaluaron adicionalmente ciertas caracteristicas relevantes para la posterior adquisiciéon
de algunos pocos compuestos que seran probados experimentalmente. Entre tales
caracteristicas se pueden mencionar si el farmaco se encuentra aprobado para su
comercializacién o si esta en fase experimental; sus propiedades farmacocinéticas; su

disponibilidad comercial y relacionado con ello, los costos de adquisicion.
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5.8. Validacion experimental

De acuerdo con el flujo de trabajo esquematizado en la figura 5.1, la validacion
experimental constituye la Ultima etapa una vez desarrollados y aplicados los modelos
QSAR. Durante esta etapa se evallan los candidatos seleccionados como promisorios
por el modelo in silico en los ensayos experimentales correspondientes (Cherkasov et

al., 2014).

La validacion experimental se realizé mediante la evaluacion de los compuestos
seleccionados en el modelo de crisis de 6 Hz. Adicionalmente los candidatos adquiridos
fueron evaluados en los modelos de MES y PTZ disponibles en el laboratorio. Todos los
ensayos fueron realizados bajo la aprobacidn de los protocolos por parte del Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de
Ciencias Exactas de la Universidad Nacional de La Plata (FCE-UNLP), a través del cual se
garantiza que los ensayos se desarrollen de acuerdo con los estandares internacionales
de bienestar animal. Dichos protocolos se adjuntan a este trabajo de tesis (Protocolos

N° 004-23-17 y 014-06-15).

5.8.1. Animales

Se utilizaron ratones macho de la cepa NIH: Swiss, con pesos entre 20 y 25
gramos, los mismos fueron provistos por el Laboratorio de Animales de Experimentacion
(LAE) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNLP (FCV-UNLP), con certificacion
SPF (libre de patdégenos especificos), y alojados en el Bioterio perteneciente al

Laboratorio.

Los animales fueron alojados y mantenidos bajo condiciones estandarizadas de
temperatura, humedad y luz controladas, dentro de cajas de policarbonato de 300 mm
x 200 mm x 190 mm, con tapa rejilla de acero inoxidable. En cada caja se dispuso de
grupos de un numero maximo de 5 animales por cada grupo, con agua y alimento

balanceado ad libitum. Para disminuir el stress de los animales, se enriquecieron

137



Capitulo 5
Estrategia Computacional y Validacion Experimental:
Metodologia

ambientalmente las cajas de mantenimiento segun las normas éticas de bienestar
animal (Maschi et al., 2019). Ademas, los ratones fueron administrados i.p. con un
volumen de 0,1 ml de solucién fisiolégica (SF) durante una semana y fueron luego
restringidos manualmente con acercamiento de los electrodos de ojos, de manera que
se acostumbren a la manipulacién y se minimice, en el momento de evaluar los
tratamientos, la influencia de la manipulacién en los resultados observados. Todos los
procedimientos realizados durante el alojamiento fueron practicados bajo estandares
de cuidado y bienestar animal, siguiendo las normas éticas dispuestas por la NIH y

aprobadas por el CICUAL-FCE-UNLP.

5.8.2. Drogas

Todas las soluciones de los compuestos fueron preparadas en el momento previo

al ensayo y fueron administradas por via i.p. en un volumen maximo de 10 ml/kg.

5-fluorouridina (PM 262,19 g/mol), triflupromazina clorhidrato (PM 388,8 g/mol)
y pirenzepina clorhidrato (PM 424,32 g/mol) fueron adquiridos comercialmente en
Sigma-Aldrich  Argentina S.A. Levetiracetam (LEV) fue proporcionado por
GlaxoSmithKline (Keppra Levetiracetam solucién inyectable) en viales de 5 ml

conteniendo 100 mg/ml.

Se prepararon dos soluciones para cada droga, teniendo en cuenta las siguientes
relaciones: 30 mg de droga por cada kg de ratén (solucién de 30 mg/kg) y 100 mg de
droga por cada kg de ratéon (solucién de 100 mg/kg). Para ello, se pesaron
aproximadamente 10 mgy 18 mg, en viales individuales, correspondientes a cada droga
(5-FU, TFP y PZP), de acuerdo con lo calculado para obtener las soluciones de 30 mg/kg
y 100 mg/kg, respectivamente. Para disolver todas las drogas se utilizé SF a razén de 10
ml por cada kg de ratdn (10 ml/kg). La solucién de LEV utilizada fue de una concentracion

de 30 mg/kg (aproximadamente dos veces la dosis efectiva 50 - 14,9 mg/kg). Se tomaron
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0,18 ml correspondientes a 18 mg de droga y se depositaron en un vial, llevando a un

volumen final de 10 ml con SF.

PHT (Sigma-Aldrich Argentina S.A) se disolvié en solucidn salina y se ajusté a un
pH = 11.2 con soluciéon de NaOH. PB (Serva, Heidelberg, Germany) y PTZ se disolvieron
en SF.

5.8.3. Modelo de neurotoxicidad - Rotorod

Tal como se explicd en el capitulo 3, mediante el ensayo de Rotorod se evalla si
el compuesto en cuestion presenta efectos neurotéxicos, lo que se refleja en sedacién,

dificultad para caminar, somnolencia, entre otros signos.

Se inyectaron los animales con las soluciones a evaluar (30 mg/kg y 100 mg/kg)
y se colocaron sobre el cilindro del equipo, que gira a una velocidad de 6 rpm,
inmediatamente en el instante previo al ensayo de 6 Hz. Los animales son observados
durante el lapso de 1 minuto y se anotan, de existir, las caidas desde el rodillo. Se
considera que el compuesto presenta efectos de neurotoxicidad cuando el animal

reporta un minimo de tres caidas en ese tiempo.

5.8.4. Modelo de MES

Los animales se evaluaron administrando i.p. las drogas a dosis de 30 mg/kg y
100 mg/kg, con tiempos de pretratamiento de 0,5 hs y 4 hs. Como control negativo, se
administré PHT a una dosis de 15 mg/kg y se evalud a las 2 hs post inyeccion, tiempo
gue corresponde al tiempo de efecto maximo. Ademas, se administré SF en un volumen

de 10 ml/kg a un grupo de animales para utilizar como control positivo.

El ensayo MES fue descripto en detalle en el capitulo 3. Durante este ensayo, a
cada animal se aplicé un estimulo eléctrico (duracién de pulso: 0,2 ms; frecuencia de

pulso: 60 Hz; ancho de pulso: 0,6 ms) con intensidad de corriente de 50 mA, mediante
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electrodos auriculares utilizando un generador de pulsos Ugo Basile ECT- 57800 (Ugo

Basile SRL, Italia).

El criterio de proteccidon que se utilizd fue la ausencia de la fase de extension
tonica. Los resultados se reportaron como nimero de animales protegidos vs nimero

de animales evaluados, a cada dosis y a cada tiempo.

5.8.5. Modelo de PTZ

Los animales se evaluaron administrando i.p las drogas a dosis de 30 mg/kg y 100
mg/kg, con tiempos de pretratamiento de 0,5 hs y 4 hs. Como control negativo, se
administré PB a una dosis de 25 mg/kg y se evalud a las 0,5 hs post inyeccion, tiempo
gue corresponde al tiempo de efecto maximo. Ademds, se administré SF en un volumen

de 10 ml/kg a un grupo de animales para utilizar como control positivo.

Durante este ensayo (descripto detalladamente en el capitulo 3), a cada animal
se administrd por via subcutdnea una solucién de PTZ a 80 mg/kg (a razén de 5 ml/kg),
preparada previa al momento de la evaluacidn. Los animales fueron observados durante

los 30 minutos posteriores a la inyeccién de PTZ.

Se utilizd como criterio de proteccién la ausencia de crisis cldnica, parcial o
generalizada. Los resultados se reportaron como numero de animales protegidos vs

numero de animales evaluados, a cada dosis y a cada tiempo.

5.8.6. Modelo de crisis de 6 Hz

Como se mencioné en el capitulo 3, este modelo es capaz de identificar aquellos
compuestos que presenten proteccién frente a las crisis psicomotoras inducidas por
estimulos de baja frecuencia (6 Hz) y larga duracién (3 segundos). Asimismo, se ha
demostrado para ciertos farmacos bloqueantes de los canales de sodio que el ensayo de

6 Hz puede presentar farmacorresistencia parcial a completa (Barton et al., 2001). Esto
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hace de este, un ensayo que prima durante las etapas tempranas de identificacion del

programa ETSP.

Para llevar a cabo este ensayo, se utilizaron grupos de 6 animales por dosis y por
tiempo. Los animales fueron inyectados por via i.p. con soluciones de 30 mg/kg y 100
mg/kg de cada droga, y evaluados a 30 minutos y 4 horas luego de la administracion. 15
minutos previo a la induccidn, se les aplicé una gota de una solucién de tetracaina al
0,5%, con el fin de anestesiar la zona y asegurar el contacto durante la estimulacién
(Parchen et al., 2011). Los electrodos corneales fueron embebidos en gel neutro para

garantizar la correcta propagacion del estimulo durante el shock eléctrico.

Para la estimulacién, se utilizé el generador de pulsos Ugo Basile ECT- 57800 (Ugo
Basile SRL, Italia), el cual fue configurado para generar el estimulo adecuado. En este
ensayo, el estimulo es de baja frecuencia (6 Hz), de larga duracién de shock (3 segundos),
con un ancho de pulso definido en 0,2 msegundos y una intensidad de corriente de 44
mA. Los animales fueron manualmente restringidos con utilizacién de guantes
dieléctricos y estimulados eléctricamente. Inmediatamente después fueron colocados
en una caja de plexiglas, para su observacidn. Se registrd la ausencia o presencia de crisis
a través de la observacién de una fase clénica minima, seguida de movimientos
automaticos y estereotipados, movimiento de los bigotes y la muy tipica, cola erecta
(también conocida como Straub tail). Sélo se consideran animales protegidos, aquellos

gue no experimentan los mencionados signos.

Ademas, de acuerdo con algunos reportes en distintas bibliografias, se sabe que
el estado de crisis donde el animal, que no recibe tratamiento (control negativo)
manifiesta los diferentes signos, dura aproximadamente entre 60 — 120 segundos,
momento en el cual retoma su comportamiento exploratorio normal (Barton et al.,
2001; Esneault et al., 2017; Florek-Luszczki et al., 2015). Si un animal inyectado con el
compuesto a evaluar vuelve a desarrollar su comportamiento normal dentro de los 10

segundos posteriores a la estimulacion, se considera que esta protegido frente a las
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crisis. Por tal motivo, no sélo se observé qué caracteristicas presentan las distintas crisis,

sino también se registraron los tiempos que duraban las mismas.

5.8.7. Tratamiento estadistico de resultados

En general, cuando se analizan variables continuas, los tests estadisticos mas
utilizados son los tests paramétricos, en los cuales se asume que dicha variable presenta
una distribucién normal de los datos. Esta condicidén, sin embargo, no siempre se
verifica. En estos Ultimos casos, se recurre a los tests no paramétricos, que trabajan con

rangos de observaciones que no son sensibles a los datos extremos (Nahm, 2016).

Por ello, los tiempos de cada grupo (solucién de 30 mg/kg, solucién de 100
mg/kg, solucién de LEV como control negativo y solucidn salina como control positivo)
fueron analizados estadisticamente y comparados mediante la prueba de Kruskal-

Wallis.

El test estadistico de Kruskal-Wallis es la técnica no paramétrica para el analisis
de varianza, mediante la cual se analiza si hay diferencias entre los valores medianos de

tres 0 mas muestras independientes (Nahm, 2016).
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6.1. Compilado de la base de datos

A partir de la busqueda bibliografica, se compilé una base de datos de 90
compuestos evaluados frente al modelo animal de crisis 6 Hz (Ver Anexo 1) (Byrtus et
al., 2011; Dawidowski et al., 2011, 2013; Gasior et al., 2012; Kumar et al., 2012, 2013;
Mishra & Baker, 2012; Obniska et al., 2012; Rivara & Zuliani, 2012; Tosh et al., 2012;
Wang et al., 2012; Ahsan et al., 2013; Nieoczym et al., 2013; Buenafe et al., 2013;
Orellana-Paucar et al., 2013; Shaikh et al., 2013; Shandra et al., 2013; Tripathi &
Kumar, 2013; Ulloora et al., 2013; Florek-Luszczki et al., 2014; Kaminski et al., 2014,
2015; Shekh-Ahmad et al., 2014; Zolkowska et al., 2014; Dawidowski & Turto, 2014;
Dawidowski et al., 2014; Deng et al., 2014; Hebeisen et al., 2015; Wlaz et al., 2015;
Coleman et al., 2015; Tomaciello et al., 2016; Ugale & Bari, 2016; Gunia-Krzyzak et al.,
2017; Satat et al., 2017). Cuarenta y cuatro compuestos fueron considerados “ACTIVOS”
reportando una actividad igual o mayor a 75% a diferentes tiempos post-administracion,
a dosis iguales o menores a 30 mg/kg. Cuarenta y seis compuestos no presentaron
proteccidn alguna a dosis de 30 mg/kg y 100 mg/kg contra las crisis y fueron catalogados
como “INACTIVOS”. Los compuestos que a dosis menores o iguales a 30 mg/kg

protegieron a 25% o menos de los animales evaluados, fueron excluidos.

Una vez estandarizadas las estructuras, utilizando el programa Standardizer
Instant JCHEM v. 16.9.12.0, realizamos los mapas de calor o heatmaps con Gitools v.
2.3.1 (Perez-Llamas & Lopez-Bigas, 2011), los cuales se muestran en la figura 6.1. Cada
fila del mapa representa un compuesto, y lo mismo cada columna. En este caso,
podemos observar que aquellos compuestos mas disimiles se colorean de azul en su
interseccion, y las intersecciones de color blanco representa maxima similitud entre los
compuestos (la diagonal corresponde a la comparacién del mismo compuesto consigo

mismo, de ahi que aparezca en blanco). Puede observarse en el mapa de calor la
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presencia de compuestos de gran disimilitud, lo cual contribuye a la diversidad
estructural inter- e intra-categorias, y nos permite prefigurar un dominio de aplicacién
relativamente amplio. En contraparte, puede notarse la presencia de pares de
compuestos activos e inactivos que son muy similares entre si (regiones blancas,
correspondientes a una disimilitud cercana a 0), lo que representa un desafio mayor

para los modelos de clasificacion.
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Figura 6.1 Mapa de calor de la base de datos utilizada. En la escala de colores, un valor de 1
(color azul) refleja maxima disimilitud, mientras que la maxima similitud entre dos compuestos
comparados se refleja en un valor de 0 (color blanco).

6.2. Particion de la base de datos

Para particionar representativamente los compuestos, se aplicd una técnica de
clustering jerarquico basado en la maxima subestructura comun en combinacion con el
método de optimizacién k-means. La operacion se realiz6 de manera independiente

para el conjunto de ACTIVOS y de INACTIVOS.
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El procedimiento de clustering jerarquico reveld 3 grupos de por lo menos 4
compuestos para cada categoria. De acuerdo con el clustering MCS, existen 5
compuestos en la categoria activa que pueden ser considerados atipicos, ya que
presentan una minima subestructura comuin de nueve atomos con sélo un compuesto
de su misma categoria. A partir de los resultados obtenidos del clustering jerarquico se
seleccion6 al azar un compuesto de cada cluster de cada categoria, a fin de utilizarlo

como “semilla” en la técnica de clustering k-means.

Una vez optimizado el clustering jerarquico por medio del algoritmo k-means, se
sustrajo el 32% de cada grupo de la categoria ACTIVOS y el 35% de la categoria
INACTIVOS reservandolos para el conjunto de prueba, mientras que el 68% y 65%

remanente se utilizé para entrenar el modelo.

De esta manera, el conjunto de entrenamiento queddé conformado por 60
compuestos (30 activos y 30 inactivos) y el conjunto de prueba por 30 compuestos (14
activos y 16 inactivos). En la figura 6.2 se observan los mapas de calor para los conjuntos
de entrenamiento y de prueba, observando que el muestreo basado en estrategias de
clustering condujo a conjuntos de entrenamiento y prueba representativos, que reflejan

la diversidad estructural observada para el data set completo.
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Figura 6.2 Mapas de calor de los conjuntos de entrenamiento y de prueba.

Con el objetivo de realizar una campaiia de cribado retrospectivo, se generaron
dos conjuntos adicionales. Los compuestos del conjunto de prueba se dispersaron en un
gran numero de sefiuelos (presuntos compuestos inactivos) proporcionados por
enhanced Directory Useful Decoys (DUD-E) (tabla 6.1). Como resultado, a partir de los
14 compuestos activos del conjunto de prueba se generaron 700 presuntos inactivos
(sefiuelos) para constituir la base de datos DUDE-A, en la cual la baja proporcién de
activos (1,96%) es mas representativa de lo que sucede en una campafa de SV real. En
el caso de la base DUDE-B, debido al escaso nimero de compuestos activos disponibles,
se eligieron al azar 5 de los sefuelos generados para la base DUDE-A por cada uno de
los 14 activos (en total, 70 sefiuelos) y se generd con cada uno de ellos una segunda
generacioén de sefuelos. La base DUDE-A se utilizé para elegir la mejor combinacion de
modelos, la cual fue validada en el conjunto DUDE-B. En ambos conjuntos DUDE se

incorporaron también los 16 compuestos inactivos del conjunto de prueba. En la figura
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6.3 se observa una representacién grafica de la composicion de los distintos conjuntos

de datos que utilizamos en el modelado in silico.

Tabla 6.1 Distribucién de compuestos activos, inactivos y presuntos inactivos en los distintos
conjuntos: Training Set, Test Set, DUDE-A y DUDE-B.

Training Set Test Set DUDE-A DUDE-B
ACTIVOS 30 14 14 14
INACTIVOS 30 16 16 16
DECOYS - - 700 3500
TOTAL 60 30 730 3530
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Training set Test set Base DUDE-A Base DUDE-B
3500
700
30 30 p 1416 o 14 16 14 16

Figura 6.3 Composicidn de los diferentes conjuntos de datos: Training Set, Test Set, DUDE-A y
DUDE-B. W Activos @ Inactivos @ Decoys.
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6.3. Obtencion de los modelos
6.3.1. Calculo de descriptores moleculares

Se calcularon 3.668 descriptores independientes de la conformacién (0D-2D)
para cada una de las estructuras que conforman los distintos conjuntos de datos con el
programa Dragon 6.0. Posteriormente, se excluyeron los descriptores constantes y casi
constantes (aquellos que presenten baja variabilidad, con desviaciones estdndares <
0,05) con el fin de descartar a priori aquellos descriptores con bajo contenido de
informacién. También se han excluido aquellos descriptores que presentaban uno o mas
valores perdidos (es decir, que no se les podia calcular su valor para algunas estructuras).

Como resultado, la cantidad final de descriptores en el pool fue de 1.952 descriptores.

Los descriptores calculados pertenecen a diversas categorias, tales como
descriptores constitucionales, propiedades moleculares, autocorrelaciones 2D, pares de
atomos 2D, indices de conectividad, indices de adyacencia de bordes, descriptores

geométricos, indice de estado E tipo atomo, entre muchos otros.

6.3.2. Subespacios aleatorios

Con el fin de obtener modelos independientes, se generaron aleatoriamente
1.000 conjuntos o subespacios con no mas de 200 descriptores cada uno. Los
descriptores se muestrearon al azar y cada modelo se entrend en un subespacio del
espacio de descriptores. Esta estrategia conduce a que los modelos individuales no se
concentren de manera reiterada en las caracteristicas que muestran una alta capacidad
explicativa en el conjunto de entrenamiento, dando como resultado una mejor

capacidad predictiva (Daho & Chikh, 2015; Vyskovsky et al., 2016).
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6.3.3. Generacion de los modelos

A los fines del modelado, se asignd arbitrariamente como etiqueta de clases el
valor “1” a los compuestos activos y el valor “0” a los compuestos inactivos. Con ello, los
modelos clasificatorios obtenidos reflejan la relacién entre una variable binaria, la
variable “clase”, dependiente de las variables independientes, los descriptores

moleculares.

Se generaron 1.000 modelos clasificadores utilizando la técnica de
semicorrelacién Stepwise Forward (un modelo por cada subespacio de descriptores
generado) (Toropova & Toropov, 2017). Se utilizd el entorno R para generar los

modelos, y para el analisis y validaciones correspondientes.

Se selecciond un valor de tolerancia B = 0,5 para excluir de los modelos aquellos
descriptores altamente correlacionados. Se utilizé una relacion minima de 6 entre el
numero de compuestos del conjunto de entrenamiento y el nimero de descriptores
incluidos en el modelo, con el fin de reducir el sobreajuste. Todos estos parametros

fueron configurados en el script utilizado para obtener los modelos discriminantes.

Los modelos fueron evaluados mediante validaciones internas en el conjunto de
entrenamiento y a través de la determinacién del porcentaje de buenas clasificaciones
(%BC) y el AUC ROC en cada conjunto de moléculas. En esta instancia, se consideraron
como mejores modelos a aquellos que presentaron mayor AUC ROC en la biblioteca
simulada DUDE-A. De esta manera, las funciones discriminantes correspondientes a los
5 mejores modelos individuales, segin el desempefio en la campana de cribado

retrospectivo, se presentan a continuacion.

Modelo 191:

Clase = 0,46645 — 0,71571 * B02[0-O] — 0,24724 * CATS2D_00_PP + 0,02305 *
SM13_EA(dm)
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Modelo 208:

Clase = 0,763899 — 0,475031 * B02[0-O] + 0,262913 * FO7[N-O] — 0,008117 *
TPSA(Tot) — 1,067750 * BO3[F-CI] + 0,505533 * ATSC5e

Modelo 586:

Clase = 0,4991- 0,4722 * F02[0-0] — 2,6096 * MATS1v + 0,4355 * ATSC2e
Modelo 51:

Clase = 0,6293 - 0,3963* F02[0-0] — 0,3460* CATS2D_00_DD + 0,8742 * MATS2i
Modelo 902:

Clase = 1,28358 —0,04515 * SsNH2 —0,79561* GATS2i + 0,24234* BO3[N-N]

Los descriptores incluidos en los 5 mejores modelos individuales se describen en
el Anexo 3 del Material Suplementario. Considerando que el conjunto de entrenamiento
cuenta con 90 compuestos, puede observarse que los 5 modelos presentan una buena
relacién entre el nimero de compuestos del conjunto de entrenamiento y el nimero de
descriptores incluidos en el modelo, cuatro de los modelos seleccionados presentan una
relacion de 1 descriptor por cada 20 compuestos del conjunto de entrenamiento,
mientras que el modelo restante una relacién de 1 a 12, lo que indicaria en todos los

casos una muy baja probabilidad de sobreajuste.

6.4. Validacion de los modelos individuales

Los modelos clasificatorios fueron validados mediante distintos métodos de

validacion interna y externa para evaluar la robustez y la capacidad predictiva.

6.4.1. Validacion interna

Los resultados se informan como el porcentaje promedio de buenas
clasificaciones (%BC). En la tabla 6.2, se puede observar que los %BC obtenidos en esta

validacién son muy similares a los obtenidos para los modelos originales. Se obtuvo
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también para cada modelo la tasa de error en ausencia del modelo o NOMER% (tabla

6.3).

Tabla 6.2 Valores de porcentaje de buenas clasificaciones globales (% BC), su correspondiente
desviacidn estandar (DS) para cada modelo individual, obtenidos en la validacién interna.

Modelo original Validacién Cruzada
%BC %BC promedio DS
Modelo 191 68,33 66,67 0,19
Modelo 208 76,67 71,33 0,16
Modelo 586 70,00 66,00 0,19
Modelo 51 83,33 72,67 0,18
Modelo 902 70,00 65,00 0,15

Como puede observarse en la tabla anterior, los modelos individuales no
presentan una gran capacidad explicativa. Esto podria deberse a la dificultad para
modelar con modelos lineales una variable compleja como es una respuesta fenotipica,

y al limitado tamafio del conjunto de entrenamiento debido a la escasez de datos.

6.4.2. Validacion externa

La capacidad predictiva de cada modelo individual se evalué mediante
validacién externa, utilizando el conjunto de prueba de 30 compuestos (tabla 6.4). Si se
comparan los resultados obtenidos en la validacién interna y externa, puede observarse
que uno de los modelos (modelo 51) pareciera presentar un cierto grado de sobreajuste,
ya que mostrd una capacidad explicativa (segun su desempeno en el conjunto de
entrenamiento) mayor que su capacidad predictiva. Sin embargo, este modelo presentd

un buen desempeno en el conjunto DUDE-A durante la campaiia de SV retrospectiva.
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6.4.3. Evaluacion del desempeiio de los modelos

Se estimaron para el conjunto de entrenamiento y el de prueba, diferentes
pardmetros estadisticos que evallan la performance de los modelos clasificatorios:
sensibilidad (Se), especificidad (Sp), Valor Predictivo Positivo y Valor Predictivo Negativo,
y el F-measure (Roy & Mitra, 2011). Los resultados para los cinco mejores modelos
individuales se muestran en las tablas 6.3 y 6.4. Los valores de Se y Sp para ambos

conjuntos se muestran en la tabla 6.5.

Tabla 6.3 Pardmetros de exactitud, F-measure, NOMER%, Valor Predictivo Positivo y Valor
Predictivo Negativo en el conjunto de entrenamiento para cada uno de los 5 mejores modelos
individuales.

. Valor Predictivo Valor Predictivo
Exactitud F-measure Nomer %

Positivo Negativo
Modelo 191  0,6833 0,6984 50 0,6666 0,7037
Modelo 208  0,7667 0,7879 50 0,7222 0,8333
Modelo 586  0,7000 0,7188 50 0,6765 0,7308
Modelo 51 0,8333 0,8438 50 0,7941 0,8846
Modelo 902  0,7000 0,7097 50 0,6875 0,7143

Tabla 6.4 Parametros de exactitud, F-measure, NOMER%, Valor Predictivo Positivo y Valor
Predictivo Negativo en el conjunto de prueba para cada uno de los 5 mejores modelos
individuales.

Exactitud  F-measure Nomer % Valor Predictivo  Valor Predictivo
- (]

Positivo Negativo
Modelo 191  0,6667 0,7059 46,67 0,6000 0,8000
Modelo 208  0,7333 0,7778 46,67 0,6364 1,0000
Modelo 586  0,7333 0,7500 46,67 0,6667 0,8333
Modelo 51 0,7000 0,7429 46,67 0,6190 0,8889
Modelo 902  0,7667 0,7667 46,67 0,6667 1,0000
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Tabla 6.5 Valores de Se y Sp obtenidos en el conjunto de entrenamiento y de prueba.

Training set Test set
Se Sp Se Sp
Modelo 191 0,7333 0,6667 0,8571 0,6000
Modelo 208 0,8667 0,7222 1,0000 0,6364
Modelo 586 0,7667 0,6765 0,8571 0,6667
Modelo 51 0,9000 0,7941 0,9286 0,6190
Modelo 902 0,7333 0,6875 1,0000 0,6667

De acuerdo con los valores de exactitud obtenidos, cuatro de los modelos
clasifican correctamente entre un 66% y 76% de los compuestos en el conjunto de
entrenamiento, mientras que en el conjunto de prueba los 5 modelos seleccionados
presentaron valores de exactitud similares que rondan en un 70%. El valor de F-measure
se puede interpretar como una medida de superposicién entre las clases verdaderas y
estimadas, toma valores de 0 cuando no existe superposicién alguna y valores de 1
cuando se solapan completamente; por lo que un valor alto de F-measure infiere un
buen modelo clasificatorio. En este caso, para los 5 mejores modelos individuales, se

obtuvo una superposicién entre ambas respuestas entre un 70% y 80%.

Los Valores Predictivo Positivo y Valores Predictivo Negativo, reflejan Ia
proporcién de compuestos predichos como activos o inactivos, que experimentalmente
dan resultados positivos o negativos, respectivamente. Los resultados obtenidos para
los 5 mejores modelos individuales muestran que la probabilidad de que un compuesto
predicho como activo, dé resultados positivos experimentalmente se encuentra entre
60% y 79%, para el training set y test set respectivamente. En cuanto a la probabilidad
de que un compuesto sea inactivo experimentalmente luego de ser predicho como
inactivo, los valores obtenidos en ambos conjuntos fueron mas altos, entre un 80% y un

100%.
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El valor de NOMER% nos indica la tasa de error en ausencia del modelo
clasificatorio como medida interna de la capacidad predictiva del modelo, y se calcula
considerando el nimero total de objetos y el nUmero de objetos en la clase mas
representada. Dado que las proporciones de los compuestos activos e inactivos en los
conjuntos de entrenamiento y de prueba son idénticas y casi idénticas, el NOMER%

correspondiente es 50% y 46,7%, respectivamente.

Por otra parte, se obtuvieron las curvas AUC ROC para los 5 mejores modelos
individuales (con sus respectivas desviaciones estandares) reportados en cada uno de
los conjuntos de la base (training set, test set, DUDE-A). Si bien se analiza el desempefio
de los modelos en todos los conjuntos que conforman la base de datos, los mejores
modelos individuales fueron elegidos segun la performance en el conjunto DUDE-A, y
utilizados posteriormente para la técnica de combinacidon de modelos. Los resultados se

muestran en la tabla 6.6.

Tabla 6.6 Valores de AUC ROC para los cinco mejores modelos individuales, obtenidos en
training set, test set, y en los conjuntos DUDE-A.

Training Set Test Set DUDE-A
Modelo 191 0,790 (+ 0,0570) 0,690 (+ 0,100) 0,855 (+ 0,0426)
Modelo 208 0,886 (+ 0,0405) 0,884 (+0,0598) 0,844 (+0,0397)
Modelo 586 0,787 (+0,0580) 0,862 (+0,0694) 0,837 (+0,0521)
Modelo 51 0,851 (+0,0493) 0,871 (£0,0694) 0,836 (+0,0507)
Modelo 902 0,770 (+0,0405) 0,786 (+0,0841) 0,835 (+0,0372)

Tal como se observa en la tabla anterior, si bien en los conjuntos de
entrenamiento y de prueba mostraron un resultado variable, los modelos individuales
muestran un desempefio aceptable en la base DUDE-A, con valores de AUC ROC
mayores a 0,8, reflejando una muy buena capacidad de recuperacion de activos en aquel
conjunto de datos donde el porcentaje de activos fue menor a 2%. En la figura 6.4, se
pueden observar las curvas ROC para los 5 mejores modelos individuales en los distintos

conjuntos de datos (training set, test set y conjunto DUDE-A).
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Figura 6.4 Comparacién de curvas ROC obtenidas en los distintos conjuntos de datos para los
cinco mejores modelos individuales.

6.5. Combinacion de modelos

Para mejorar la situacion observada en los modelos individuales recurrimos a las
metodologias de combinacién de modelos. En este caso, se ensayaron ensambles de
entre 2 y 100 de los mejores modelos segun su desempefio en la campafia de cribado
retrospectivo sobre la base DUDE-A. A los fines del entrenamiento y evaluacién del
ensamble, se llevaron a cabo dos campafias retrospectivas. La primera de ellas, andloga
a la ya descrita para los modelos individuales, sirvioé para entrenar el ensamble, es decir,

para definir qué nimero de modelos individuales integrarian el ensamble y cémo se
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combinarian los scores de los modelos individuales; la segunda permitié validar el

desempefio de la combinacion de modelos elegida.

6.5.1. Cribado Virtual Retrospectivo

Mediante las gréficas de AUC ROC versus cantidad de modelos en la base DUDE-
A (Fig. 6.5) se determind la cantidad de modelos que obtiene el mayor AUC ROC para
cada esquema de combinacidn. Se puede observar que la combinacién de modelos,
independientemente de la técnica de ensamblado empleada, conduce a la obtencion de
valores de AUC ROC mads altos, lo que se traduce en una optimizacién de la capacidad

predictiva por parte de las funciones discriminantes combinadas.
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Figura 6.5 Valores de AUC ROC en la base de datos DUDE-A versus el nimero de modelos
combinados mediante la aplicacion de Operador Minimo (MIN operator), Valor Promedio
(Average Score), Ranking Promedio (Average Ranking) y Voting Promedio (Average Voting).
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Analizando las gréficas anteriores, puede observarse que los resultados de AUC
ROC obtenidos con los operadores Valor Promedio y Voting Promedio son menores a
0,95, con una gran dispersidn para los valores que resultan de la combinacién por medio
del Voting. Si se analizan las distintas combinaciones de modelos realizadas con los
operadores Minimo y Ranking Promedio, puede observarse que los valores de AUC ROC
obtenidos se estabilizan en valores mayores a 0,95. Para el caso particular del operador
Minimo, los valores de AUC ROC son mas cercanos a un valor de 1y, ademas tal como
se aprecia en la gréfica, las desviaciones estdndares obtenidas son mas pequeias. Es
por ello, que se decidié trabajar con aquella combinacidn de modelos que presente el
mayor valor de AUC ROC para el operador MIN y que, ademdas, combine la menor
cantidad de modelos posibles. De esta manera, considerando el principio de parsimonia
(“En igualdad de condiciones, la explicacion mds sencilla suele ser la mds probable”) se
eligié la combinacién con 29 modelos (otras combinaciones incluyen mayor nidmero de
modelos con valores de AUC ROC similares a 0,98 y con variaciones respecto a la
combinacidn elegida en la tercera cifra decimal del AUC ROC).

Adicionalmente, se calcularon los pardmetros BEDROC (a=20) y RIE 1% (Truchon
& Bayly, 2007). Para ello, se realizaron los respectivos analisis para la combinacion de
29 modelos con cada operador, con el paquete R y se utilizd la herramienta online

ROCKER. Los resultados se muestran en la siguiente tabla:

Tabla 6.7 Valores de AUC ROC, BEDROC y RIE 1%, obtenidos en los conjuntos de entrenamiento,
DUDE-A y DUDE-B.

Training Set DUDE-A DUDE-B
AUC ROC BEDROC AUC ROC BEDROC RIE1%  AUCROC BEDROC  RIE1%

29-Me ™" 0,951 +0,0292 0,999 0,983+0,0241 0,841 36,22 0,975 + 0,0295 0,752 64,43
29-ME P"°™ 0,942 £0,0317 0,998 0,951+0,0392 0,627 14,49 0,946 +0,0422 0,646 35,80
29-ME R@" 0,940+ 0,0323 0,998 0,959+0,0364 0,721 29,98 0,938+0,0449 0,664 50,11

29-Me V°'  0,941+0,0320 0,998 0,916 +0,0488 0,572 14,49 0,887 +0,0580 0,525 28,64
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Analizando en conjunto los valores de AUC ROC y las métricas de enriquecimiento
para los 29 mejores modelos ensamblados con los diferentes operadores, confirmamos
la eleccion de la combinacion de los 29 modelos mediante el operador MIN para realizar

el SV prospectivo.

6.6. Seleccion del Valor de Corte

Como se describié en el capitulo anterior recurrimos a las graficas de superficie
PPV para seleccionar un valor de corte. Con el analisis de estas superficies podemos
optimizar de manera visual (o eventualmente, matematica) la evolucion de PPV como

una funcién de la relacién Se/ Sp en un rango de valores Ya.

En nuestro caso, utilizamos la relacion Se/ Sp obtenida para el ensamble MIN-29
para los diferentes valores de corte del score en la campaia de SV retrospectivo.

Adicionalmente se varid el Ya desde 0,001 hasta 0,01 con variaciones sucesivas.

En la figura 6.6 se observa la gréfica obtenida para las condiciones mencionadas;
analizando la superficie observamos que al desplazarnos hacia relaciones Se / Sp bajas
(alta Sp ) tenemos un impacto positivo en el PPV, lo cual resulta en mayores

probabilidades de confirmar hits in silico cuando se someten a ensayos experimentales.
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Figura 6.6 Grafico de superficie PPV obtenido para la combinacidn de los 29 mejores modelos
individuales.

A partir de esta grafica seleccionamos un valor de corte de 0,3505 para ser
utilizado en la campaiia de screening prospectivo; el puntaje mencionado estd asociado
a una relacion Se / Sp de 0,793 (Sp = 98,99%; Se = 78,57%) y a un PPV de 44,10 para Ya
=0,01y 7,25 paraYa =0,001.

6.7. Cribado Virtual Prospectivo

Para realizar el SV, se curaron las bases de datos DrugBank v.5.1.0 y SweetlLead
mediante el programa STANDARDIZER 16.9.12.0. Posteriormente, se aplicé la
combinacion por el operador MINIMO de los mejores 29 modelos individuales sobre una
base de datos con un total de 9.032 compuestos, 6.846 provenientes de DrugBank y

2.186 de SweetLead. Como resultado de ello, se obtuvo para cada uno de los 9.032
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compuestos un valor de score. Se seleccionaron para analizar 60 compuestos, los cuales

presentaron un score por encima de 0,3505.

Para determinar cuan confiable es la prediccion realizada por la combinacion
de modelos se determiné el dominio de aplicacién, a través del cual se verificd que cada
hit pertenecia a tal region del espacio, determinada por la naturaleza quimica del
conjunto de entrenamiento. Asi pues, de aquellos 60 compuestos, se descartaron sélo 3

de ellos puesto que no entraron dentro del dominio de aplicabilidad.

En la tabla 6.8 se presentan los primeros 11 compuestos segun los valores de

score mas altos.
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Tabla 6.8 Compuestos seleccionados a partir del SV de las bases de datos DrugBank vy

Sweetlead.
Nombre VI PPV Estructura Indicacién Original
Score  (Ya=0,01) 8
F Terapiaenla
. ) ¥ Disfuncion Sexual
Flibanserina 0,6185 33,43 () . .
Hipoactiva en
MH H
o mujeres
ente
Sonidegib 0,5601 50,10 Ot . & , .
@ Antineoplasico
A
—i—F
Flurazepam 0,4952 55,66 Hipndtico
A,
0 H [
.
Lacosamida 0,4683 45,56 g\/ Anticonvulsivo
N\/
Etidocaina 0,4537 50,10 WA Anestésico Local
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F F
Agente
antireumatico
Leflunomida 0,4142 47,48 i
o N, modificador de la
\I enfermedad
s
/
0—N
{E'W |
Anestésico Local o
Bupivacaina 0,3907 42,96 v . L,
Analgesia en cirugia
v]
F~\6L H
L
Tratamiento en el
Doxifluridina 0,3857 39,23 " ’ , ,
) Dﬂ Céancer de Estomago
0
1]
F\l\)‘\N_H
A
Antimetabolit
Floxuridina 0,3788 39,24 " ’ " |'me ° ,O.I ©
io Antineoplasico
H-0 l 0,
H
|
- Antipsicético
Triflupromazina 0,3783 39,23 . Antinauseoso
Q\/ND)(F Antiemético
l
Ty
) ‘*L’j Tratamiento de la
Pirenzepina 0,3714 39,23 v Ulcera péptica,
I.r-’-""\q,x-"-wff " géstrica y duodenal.
l::‘\;al I:'-::/.}
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Como etapa final del SV, se realizd una busqueda bibliografica de los 57
compuestos seleccionados, evaluando diferentes caracteristicas, tales como si estan
aprobados por alguna autoridad regulatoria, si fueron evaluados o no frente al modelo
animal de 6 Hz u otros modelos animales, la/s indicacidn/es terapéutica/s original/es,
el costo y disponibilidad comercial. Con esta evaluacién, se obtuvo un total de 28
compuestos que corresponden a farmacos aprobados, y de acuerdo con la
disponibilidad y accesibilidad comercial, se adquirieron tres compuestos: 5-
fluorouridina (5-FU), triflupromazina (TFP) y pirenzepina (PZP). Si bien el farmaco 5-FU
no se encuentra entre los compuestos de la tabla 6.8, éste fue adquirido ya que
presenta 95% de similitud quimica con el metabolito activo (5-fluorouracilo) generado
a partir de la metabolizacién de la doxifluridina (Baek et al., 2013) siendo su costo

menor.

6.8. Validacion Experimental

Para la validacién experimental, los compuestos seleccionados fueron evaluados
frente al modelo animal de crisis de 6 Hz, también en el modelo de MES y PTZ. Todos los
ensayos fueron realizados bajo la aprobacidn de los protocolos por parte del Comité
Institucional de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de
Ciencias Exactas de la Universidad Nacional de La Plata (FCE-UNLP), a través del cual se
garantiza que los ensayos se desarrollen de acuerdo con los estandares internacionales
de bienestar animal. Los certificados de los protocolos empleados se adjuntan en el

Anexo 4 del Material Suplementario.

6.8.1. Ensayo de Rotorod

Previamente a cada modelo de crisis, los animales fueron evaluados frente al

ensayo de Rotorod con el fin de evaluar la neurotoxicidad de cada compuesto. Tal como
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se muestra en la tabla 6.9, todos los animales superaron la prueba sin presentar signos

de ataxia y/o sedacion.

Tabla 6.9 Resultados obtenidos en el ensayo de Rotorod, para las distintas dosis y tiempos
utilizados en las evaluaciones de las tres drogas y controles frente al modelo de 6 Hz. *Se reporta
el resultado de un solo ensayo.

Tiempo de pretratamiento

0,5 hs 1h 4 hs
PZP 30 mg/kg 0/6 - 0/6
PZP 60 mg/kg 0/6 - -
PZP 100 mg/kg 0/6 - 0/6
TFP 0,1 mg/kg 0/6 - 0/6
TFP 1 mg/kg 0/6 - 0/6
5-FU 30 mg/kg 0/6 - 0/6
5-FU 60 mg/kg 0/6 - -
5-FU 100 mg/kg 0/6 - 0/6
LEV 30 mg/kg* - 0/6 -
Control SF* 0/6 - 0/6

Los datos se reportan como animales que presentaron signos de neurotoxicidad

respecto del niumero total de animales evaluados.

6.8.2. Modelo de crisis de 6 Hz

Como ya se ha mencionado, la desventaja que presenta este modelo frente a
otros modelos de crisis radica en que las crisis no son a todo o nada, tal como sucede en
el caso del ensayo MES o PTZsc. Ademas, se presenta una gran variabilidad en los
tiempos asociados a las crisis presentadas por los animales del grupo control. Es por ello

gue para analizar si el compuesto evaluado muestra actividad protectora, no sélo se

172



Capitulo 6
Estrategia Computacional y Validacion Experimental:
Resultados

tuvo en cuenta el tipo de crisis que presentd cada animal, sino que los tiempos fueron
comparados estadisticamente. Por otra parte, se trabajé con un nimero de animales
mas representativo para cada grupo, los cuales fueron aleatorizados al momento del

ensayo.

6.8.2.1. Pirenzepina

La pirenzepina (PZP) es un agente antimuscarinico que actia sobre los
receptores M1, inhibiendo la secrecion gastrica. Se utiliza en el tratamiento de la Ulcera

péptica gastrica y duodenal.

Se evalud a 30 mg/kg y 100 mg/kg, a dos tiempos diferentes, 30 minutos y 4
horas y se obtuvieron los resultados mostrados en la tabla 6.10 y 6.11, respectivamente.
Los animales inyectados con LEV presentaron crisis menores a 10 segundos, mientras
que tanto los animales administrados con el fdirmaco como los animales controles

inyectados con SF presentaron tiempos de crisis similares.
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Tabla 6.10 Resultados obtenidos con PZP a 0,5 horas, evaluada a dosis de 30 mg/kg y 100 mg/kg.
*Control SF inyectado a 10 ml/kg. Clonus unilat. miembro ant.: clonus unilateral de miembro
anterior; Str. Tail: Straub tail; Inmov: inmovilidad.

Tiempo de crisis (seg) Tipo de crisis maxima
20 Clonus unilat. miembro ant.
28 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
22 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
PZP 30 mg/kg
20 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
12 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
15 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
20 Clonus unilat. miembro ant.
24 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
15 Clonus unilat. miembro ant.
PZP 100 mg/kg
160 Clonus miembros ant. — Str. Tail - Inmov
63 Str. Tail - Inmov
19 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
5 -
6 Clonus unilat. miembro ant.
12 Clonus unilat. miembro ant.
LEV 30 mg/kg
5 Clonus unilat. miembro ant.
10 Clonus unilat. miembro ant.
10 Clonus unilat. miembro ant.
200 Str. tail
250 Clonus unilat. miembro ant.
40 Clonus unilat. miembro ant. — Inmov
Control SF*
30 Clonus miembros ant. — Str. tail
140 Clonus unilat. miembro ant. — Inmov
110 Str. Tail - Inmov
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Tabla 6.11 Resultados obtenidos con PZP a 4 horas, evaluada a dosis de 30 mg/kg y 100
mg/kg. *Control SF inyectado a 10 mi/kg. Clonus unilat. miembro ant.: clonus unilateral de
miembro anterior; Str. Tail: Straub tail; Inmov: inmovilidad.

Tiempo de crisis (seg)

Tipo de crisis maxima

52
265
268

PZP 30 mg/kg
275
13
19
16
31
33

PZP 100 mg/kg
17
21
142
21
20
12

LEV 30 mg/kg
13
11
11
271
273

Control SF*

75

126

Str. tail
Inmov
Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
Str. tail
Str. tail
Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
Str. tail
Str. Tail - Inmov
Str. tail
Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
Str. tail
Str. Tail - Inmov
Str. tail
Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail

Clonus miembros ant. — Str. tail

En general, se puede observar que los controles inyectados con LEV presentaron

tiempos relativamente bajos, mientras que para los grupos restantes el tiempo medido
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intragrupo es muy variable. Por otra parte, se caracterizd la crisis que sufrié cada animal,
reflejando en cada tabla el tipo de crisis maxima que presentaban. Esto es, si
simplemente presentaban inmovilidad con o sin Straub tail o desarrollaban clonus de
uno o ambos miembros anteriores. Los animales que se trataron con LEV, en su mayoria
presentaron una fase muy breve de clonus de un solo miembro anterior, siendo muy
rapida su recuperacion. Ademas, una vez recuperados, se observaba en estos un

comportamiento exploratorio similar al de un ratéon normal.

Con respecto a las crisis que presentaban los grupos inyectados con PZP 30
mg/kg y 100 mg/kg presentaron en su mayoria como signo de crisis la tipica Straub tail
y también tuvieron clonus de miembros anteriores. En el caso de los controles con SF,
estos presentaron tiempos de crisis mds prolongados caracterizadas por clonus de los
miembros anteriores y/o Straub tail. Conforme transcurria el tiempo, estos signos eran
menos evidenciables y el animal empezaba a permanecer inmdévil hacia el final de la

crisis.

Para evaluar la significancia de los resultados, se analizé la variable tiempo
mediante un andlisis de varianza monofactorial, utilizando la prueba de Student-
Newman-Keuls (SNK). Si bien los resultados mostraban diferencias significativas cuando
los animales eran inyectados con PZP o LEV, respecto del grupo control, al emplear el
test de Levene no verificé la homogeneidad de varianzas. Una situacién similar se
presentd cuando se trabajé con la transformada logaritmica de la variable “tiempo”
(logaritmo natural del tiempo). Por lo que, al no observarse homocedasticidad, se optd
por utilizar el método no paramétrico equivalente, la prueba de Kruskal-Wallis. Los
métodos no paramétricos trabajan con rangos de observaciones, siendo no sensibles a

los datos extremos (Nahm, 2016).

Los resultados se muestran en las tablas 6.12 y 6.13. El valor del estadistico H de
Kruskal-Wallis fue 17,78 (p-valor = 0,0005) y 11,14 (p-valor = 0,0109) para las

evaluaciones de 0,5 hs y 4 hs, respectivamente.
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Tabla 6.12 Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para la evaluacién a 0,5 hs, utilizando
ambas dosis de PZP. Las medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p
>0,05). D.E: desvio estandar.

N Medias D.E Medianas Rango promedio

LEV30mg/kg 6 800 3,03 8,00 3,58 A

PZP30mg/kg 6 19,50 5,58 20,00 11,50 A B

PZP 100 mg/kg 6 50,17 56,62 22,00 14,42 B C
Control S 6 128,33 87,04 125,00 20,50 C

Los valores de las medias, medianas y rango promedio se encuentran expresados en segundos.

Tabla 6.13 Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para la evaluacion a 4 hs, utilizando ambas
dosis de PZP. Las medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p >0,05).
D.E: desvio estandar.

N Medias D.E Medianas Rango promedio

LEV30mg/kg 6 14,67 459 12,50 5,00 A

PZP30mg/kg 6 148,67 132,89 158,50 14,25 B

PZP 100 mg/kg 6 43,33 4885 26,00 10,92 A B
Control S 4 186,25 101,18 198,50 18,00 B

Los valores de las medias, medianas y rango promedio se encuentran expresados en segundos.

Analizando los resultados de la tabla 6.12, se observa que los animales tratados
con PZP 100 mg/kg vy los controles de SF difieren significativamente de los animales
tratados con LEV. Ademas, el tratamiento con PZP 30 mg/kg difiere del tratamiento
control con SF. En cuanto a la evaluacién a un tiempo de 4 hs (tabla 6.13), se obtuvo que
una vez mas los animales controles con SF difieren significativamente de los tratados
con LEV, al igual que PZP 30 mg/kg. Por otra parte, los animales administrados con PZP
100 mg/kg no difieren significativamente de los animales con LEV. Adicionalmente, se
obtuvieron los diagramas boxplots, para cada uno de los tiempos de pretratamiento
utilizados (Fig. 6.7 y 6.8). En estos, se representan graficamente los diferentes datos a

través de sus cuartiles y las medianas, donde puede observarse la verdadera distribucion

177




Capitulo 6
Estrategia Computacional y Validacion Experimental:
Resultados

de los datos y si existen outliers o valores atipicos. Estos graficos fueron realizados

utilizando el paquete disponible en el entorno R y RStudio.
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Figura 6.7 Boxplot obtenido con los resultados de la evaluacion a 0,5 hs de pretratamiento,
utilizando ambas dosis de PZP.
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Figura 6.8 Boxplot obtenido con los resultados de la evaluacién a 4 hs de pretratamiento,
utilizando ambas dosis de PZP.
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En base a estos resultados, se realizdé una evaluacion adicional utilizando PZP a

una dosis media de 60 mg/kg con un tiempo de pretratamiento de 0,5 hs. Los resultados

de dicho ensayo se presentan a continuacién en la tabla 6.14:

Tabla 6.14 Resultados obtenidos con PZP a 0,5 horas, evaluada a dosis de 60 mg/kg. *Control SF
inyectado a 10 ml/kg. Clonus unilat. miembro ant.: clonus unilateral de miembro anterior; Str.

Tail: Straub tail; Inmov: inmovilidad.

Tiempo de crisis (seg) Tipo de crisis maxima
28 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
22 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
43 Str. tail
PZP 60 mg/kg
28 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
23 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
19 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
10 Clonus unilat. miembro ant.
10 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
16 Clonus miembros ant. — Str. tail
LEV 30 mg/kg
9 -
10 -
17 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
19 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
94 Str. tail
21 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
Control SF*
53 Clonus miembros ant. — Str. tail
73 Clonus miembros ant.
77 Str. tail

Para analizar estos resultados experimentales, se aplicd la prueba de Kruskal-

Wallis, a partir de la cual se obtuvieron los valores de la tabla 6.15, con un estadistico H

de 12,03 (p-valor = 0,00236). También se realizaron los graficos de boxplot (Fig. 6.9).
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Tabla 6.15 Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para la evaluacion a 0,5 hs, a una dosis de
60 mg/kg de PZP. Las medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p
>0,05). D.E: desvio estandar.

N Medias D.E Medianas Rango promedio

LEV30Omg/kg 6 12,00 3,52 10,00 3,50 A
PZP60 mg/kg 6 27,17 8,52 25,50 11,25 B
Control SF 6 56,17 30,91 63,00 13,75 C

Los valores de las medias, medianas y rango promedio se encuentran expresados en segundos.
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Figura 6.9 Boxplot obtenido con los resultados de la evaluacién a 0,5 hs de pretratamiento,
utilizando una dosis de 60 mg/kg de PZP.

De acuerdo con estos ensayos, se puede observar que PZP difiere
significativamente de LEV. Con ello, se puede concluir que la PZP a las dosis y tiempos
de pretratamientos evaluados no presenta efectos protectores frente al modelo de crisis

de 6 Hz.
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6.8.2.2 Triflupromazina

Triflupromazina (TFP) es un inhibidor de los receptores dopaminérgicos D1/D2,

con accion adicional sobre los receptores muscarinicos M1/M2 y receptores 5-HT2s.

Para llevar a cabo la evaluacidn experimental, se administraron los animales con
dosis de TFP 30 mg/kg y 100 mg/kg, y se observd un efecto proconvulsivante que
continuaba exhibiéndose a dosis de 10 mg/kg. Entonces, se decidié administrar dosis
aun menores, tales como 0,1 mg/kg y 1 mg/kg, con tiempos de pretratamiento de 0,5
hs y 4 hs (tablas 6.16 y 6.17). Los animales controles fueron administrados con LEV 30

mg/kg y SF 10 ml/kg.
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Tabla 6.16 Resultados obtenidos con TFP a 0,5 horas, evaluada a ambas dosis. *Control SF
inyectado a 10 ml/kg. Clonus unilat. miembro ant.: clonus unilateral de miembro anterior; Str.
Tail: Straub tail; Inmov: inmovilidad.

Tiempo de crisis (seg) Tipo de crisis maxima
125 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
185 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
22 Clonus unilat. miembro ant. - Inmov
TFP 0,1 mg/kg

18 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
12 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
14 Clonus unilat. miembro ant.
170 Clonus unilat. miembro ant.
240 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
18 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail

TFP 1 mg/kg

16 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
25 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
19 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
12 Clonus unilat. miembro ant.

10 Clonus unilat. miembro ant.

7 Clonus unilat. miembro ant.

LEV 30 mg/kg

8 Clonus unilat. miembro ant.

10 Clonus unilat. miembro ant.

5 -
182 Clonus unilat. miembro ant. — Inmov
204 Clonus miembros ant. — Inmov

91 Clonus miembros ant. — Str. tail

Control SF*

47 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
160 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
171 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail

182



Capitulo 6
Estrategia Computacional y Validacion Experimental:
Resultados

Tabla 6.17 Resultados obtenidos con TFP a 4 horas, evaluada a ambas dosis. *Control SF
inyectado a 10 ml/kg. Clonus unilat. miembro ant.: clonus unilateral de miembro anterior; Str.
Tail: Straub tail; Inmov: inmovilidad.

Tiempo de crisis (seg) Tipo de crisis maxima
97 Clonus miembros ant. — Str. tail
121 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
118 Clonus miembros ant. - Inmov
TFP 0,1 mg/kg
30 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
182 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
185 Clonus unilat. miembro ant.
146 Clonus unilat. miembro ant.
105 Clonus miembros ant. — Str. tail
33 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
TFP 1 mg/kg
98 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
14 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
12 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
15 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
7 Clonus unilat. miembro ant.
6 Clonus unilat. miembro ant.
LEV 30 mg/kg
7 Clonus unilat. miembro ant.
13 Clonus unilat. miembro ant.
18 -
194 Clonus unilat. miembro ant. — Inmov
100 Clonus unilat. miembro ant. — Inmov
206 Str. Tail - Inmov
Control SF*
89 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
150 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
146 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
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En las tablas anteriores, puede observarse que los animales tratados con LEV
presentaron una breve crisis caracterizada por clonus de uno de los miembros
anteriores, mientras que en los animales de los grupos restantes se denota gran

variabilidad intragrupo.

Los datos fueron analizados mediante la prueba de Kruskal-Wallis, a partir del
cual se obtuvieron los resultados mostrados en las tablas 6.18 y 6.19 para 0,5 hsy 4 hs,
respectivamente. Los valores de los estadisticos no paramétricos H a cada tiempo de
pretratamiento fueron 14,98 (p-valor=0,0018) vy 14,06 (p-valor=0,00281),

respectivamente.

Tabla 6.18 Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para la evaluacién a 0,5 hs, utilizando
ambas dosis de TFP. Las medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p
>0,05). D.E: desvio estandar.

N Medias D.E Medianas Rango promedio

LEV30mg/kg 6 8,67 2,50 9,00 3,58 A
TFPO,1mg/kg 6 62,67 74,07 20,00 12,83 B
TFP1mg/kg 6 81,33 9836 22,00 14,75 B
Control SF 6 142,50 60,39 165,50 18,83 B

Los valores de las medias, medianas y rango promedio se encuentran expresados en segundos.

Tabla 6.19 Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para la evaluacién a 4 hs, utilizando ambas
dosis de TFP. Las medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p >0,05).
D.E: desvio estandar.

N Medias D.E Medianas Rango promedio

LEV30mg/kg 6 11,00 5,02 10,00 4,33 A
TFPO,1 mg/kg 6 122,17 57,75 119,50 16,17 B
TFP1mg/kg 6 6800 5591 65,50 11,08 B
Control SF 6 147,50 47,48 148,00 18,42 B

Los valores de las medias, medianas y rango promedio se encuentran expresados en segundos.
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En las figuras 6.10 y 6.11 se muestran los diagramas bloxplots, obtenidos para

cada tiempo de pretratamiento.
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Figura 6.10 Boxplot obtenido con los resultados de la evaluacion a 0,5 hs de pretratamiento,
utilizando ambas dosis de TFP.
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Figura 6.11 Boxplot obtenido con los resultados de la evaluacién a 4 hs de pretratamiento,
utilizando ambas dosis de TFP.
Como resultado de la evaluacion de TFP frente al ensayo de 6 Hz, se puede
concluir que la droga evaluada a 0,1 mg/kg y 1 mg/kg, en los tiempos de pretratamiento

ensayados, no presenta efectos anticonvulsivos.

6.8.2.3. 5-Fluorouridina

La 5-fluorouridina (5-FU) es un metabolito de 5-fluorouracilo, un andlogo de
pirimidina, utilizado en el tratamiento contra el cancer. Es un inhibidor irreversible de la
timidilato sintetasa. Si bien es un compuesto que presenta desventajas en cuanto a su
toxicidad como su farmacocinética, fue adquirido con el fin de utilizarlo en la validacion

experimental.

Durante el ensayo, se administré 5-FU a dosis de 30 mg/kg y 100 mg/kg, a los
tiempos de pretratamiento de 0,5 hs y 4 hs. Se utilizaron como controles LEV 30 mg/kg

y SF 10 ml/kg. Los resultados se presentan a continuacion en las tablas 6.20 y 6.21:
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Tabla 6.20 Resultados obtenidos con 5-FU a 0,5 horas, evaluada a ambas dosis. *Control SF
inyectado a 10 ml/kg. Clonus unilat. miembro ant.: clonus unilateral de miembro anterior; Str.
Tail: Straub tail; Inmov: inmovilidad.

Tiempo de crisis (seg) Tipo de crisis maxima
20 Clonus unilat. miembro ant.
28 Clonus unilat. miembro ant.
18 Str. tail
5-FU 30 mg/kg
17 Str. tail
19 Clonus unilat. miembro ant.
39 Clonus unilat. miembro ant.
15 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
92 Clonus miembros ant. — Str. tail
79 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
5-FU 100 mg/kg
44 Str. tail
148 Str. tail
150 Inmov.
8 Str. tail
30 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
7 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
LEV 30 mg/kg
5 Clonus unilat. miembro ant.
12 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
13 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
102 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
21 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
207 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
Control SF*
15 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
114 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
84 Clonus miembros ant. — Str. tail
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Tabla 6.21 Resultados obtenidos con 5-FU a 4 horas, evaluada a ambas dosis. *Control SF
inyectado a 10 ml/kg. Clonus unilat. miembro ant.: clonus unilateral de miembro anterior; Str.
Tail: Straub tail; Inmov: inmovilidad.

Tiempo de crisis (seg) Tipo de crisis maxima
12 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
109 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
17 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
5-FU 30 mg/kg
47 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
39 Str. tail - Inmov
33 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
172 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
23 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
140 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
5-FU 100 mg/kg
194 Str. tail - Inmov
21 Str. tail
163 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
140 Inmov.
14 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
14 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
LEV 30 mg/kg
16 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
12 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
8 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
140 Str. Tail - Inmov
88 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
Control SF* 191 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
140 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
144 Str. tail - Inmov

Si se comparan estos resultados con los tratamientos con PZP y TFP, puede

notarse que en los grupos de animales tratados con 5-FU las observaciones presentan
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mayor variabilidad intragrupo. Por otra parte, los animales en general presentaron crisis

con signos mas marcados.

De igual manera que con las otras drogas, se procedio a realizar el analisis de la
variable “tiempo” mediante la prueba de Kruskal-Wallis, cuyos resultados se muestran
en las tablas 6.22 y 6.23, con tiempos de pretratamiento de 0,5 hs y 4 hs, con valores del
estadistico H de Kruskal-Wallis obtenidos de 12,37 (p-valor = 0,0062) y 11,36 (p-valor =
0,0096), respectivamente. Ademas, se realizaron los graficos de boxplot representados

en las figuras 6.12 y 6.13.

Tabla 6.22 Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para la evaluacién a 0,5 hs, utilizando
ambas dosis de 5-FU. Las medias con una letra en comun no son significativamente diferentes
(p >0,05). D.E: desvio estandar.

N Medias D.E Medianas Rango promedio

LEV 30 mg/kg 6 12,50 9,09 10,00 4,83 A

5-FU30mg/kg 6 23,50 8,55 19,50 11,00 A
5-FU100mg/kg 6 88,00 54,42 85,50 17,25 B
Control SF 6 90,50 70,47 93,00 16,92 B

Los valores de las medias, medianas y rango promedio se encuentran expresados en segundos.

Tabla 6.23 Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para la evaluacién a 4 hs, utilizando ambas
dosis de 5-FU. Las medias con una letra en comun no son significativamente diferentes (p >0,05).
D.E: desvio estandar.

N Medias D.E Medianas Rango promedio

LEV30mg/kg 6 3400 52,00 14,00 5,83 A
5-FU30mg/kg 6 42,83 35,00 36,00 9,42 A B
5-FU 100 mg/kg 6 118,83 76,98 151,50 16,25 B
Control SF 5 140,60 36,47 140,00 17,40 B

Los valores de las medias, medianas y rango promedio se encuentran expresados en segundos.

189




Capitulo 6
Estrategia Computacional y Validacion Experimental:
Resultados

Evaluacion de 5-FU a 0,5 hs
1000

IIIII[TI

T

—oo— 1

= |
&

100

T lI[IIII

Tiempo
(segundas)

10

1 ITIITII

1k L | | |
5-FU 100 5-FU 30 Control SF LEV

Tratamiento

Figura 6.12 Boxplot obtenido con los resultados de la evaluacion a 0,5 hs de pretratamiento,
utilizando ambas dosis de 5-FU.
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Figura 6.13 Boxplot obtenido con los resultados de la evaluacién a 4 hs de pretratamiento,
utilizando ambas dosis de 5-FU. Nota: el marcador rojo para el tratamiento con LEV denota un
outlier.
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Los resultados muestran que 5-FU a una dosis de 30 mg/kg se comporta similar
a LEV, pero distinto a los controles con SF y a 5-FU a una dosis de 100 mg/kg, para un
tiempo de pretratamiento de 0,5 hs. Cuando se administra a los animales con un tiempo
de pretratamiento de 4 hs, 5-FU a dosis de 30 mg/kg no difiere significativamente de
LEV, pero tampoco de los controles de SF ni de 5-FU a dosis de 100 mg/kg. Esto condujo
arealizar un ensayo adicional evaluando 5-FU a 0,5 hs, utilizando una dosis de 60 mg/kg.
Los resultados del ensayo experimental se presentan en la tabla 6.24 y los obtenidos a

través del analisis empleando la prueba de Kruskal-Wallis, en la tabla 6.25.

Tabla 6.24 Resultados obtenidos con 5-FU a 0,5 horas, evaluada a una dosis de 60 mg/kg.
*Control SF inyectado a 10 ml/kg. Clonus unilat. miembro ant.: clonus unilateral de miembro
anterior; Str. Tail: Straub tail; Inmov: inmovilidad.

Tiempo de crisis (seg) Tipo de crisis maxima
26 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
22 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
15 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
5-FU 60 mg/kg
22 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
15 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
23 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
9 -
10 -
17 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
LEV 30 mg/kg
10 Clonus unilat. miembro ant.
10 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
16 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
19 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
94 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
21 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
Control SF*
53 Clonus unilat. miembro ant. — Str. tail
73 Clonus unilat. miembro ant.
77 Str. tail
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Tabla 6.25 Resultados de la prueba de Kruskal-Wallis para la evaluacién a 0,5 hs, utilizando una
dosis de 60 mg/kg de 5-FU. Las medias con una letra en comun no son significativamente
diferentes (p >0,05). D.E: desvio estandar.

N Medias D.E Medianas Rango promedio

LEV3Omg/kg 6 12,00 3,52 10,00 4,17 A
5-FU60mg/kg 6 20,50 4,51 22,00 10,17 A
Control SF 6 56,17 30,90 63,00 14,17 B

Los valores de las medias, medianas y rango promedio se encuentran expresados en segundos.

El valor del estadistico H no paramétrico fue de 10,67 (p-valor = 0,00467). El
tratamiento con 5-FU 60 mg/kg no difiere significativamente del tratamiento con LEV,
mientras que si lo hace del tratamiento control con SF. Se obtuvo el diagrama boxplot,

el cual se presenta en la figura 6.14.
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Figura 6.14 Boxplot obtenido con los resultados de la evaluacion a 0,5 hs de pretratamiento,
utilizando una dosis de 60 mg/kg de 5-FU.
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Como conclusidn, se puede inferir que el tratamiento con 5-FU presenta
resultados significativos respecto a la proteccién de los animales frente al modelo de

crisis de 6 Hz.

De acuerdo con el comportamiento farmacocinético de 5-FU, el cual presenta una
velocidad de eliminacion bastante elevada (semivida de eliminacién de 10 — 20 minutos
en humanos) (Jacobs et al., 2019; Sakai et al., 2020), se puede observar que a 0,5 hs el
farmaco presento actividad anticonvulsiva a dosis de 30 mg/kg y 60 mg/kg; sin embargo,
esa actividad no es significativa a un tiempo de 4 hs, donde posiblemente la cantidad
remanente de farmaco en sangre corresponde a niveles subeficaces. La respuesta
bifasica en modelos animales de crisis epiléptica no es especialmente llamativa,
teniendo en cuenta que se ha reportado que muchos FAEs de uso clinico de primera
generacién, tales como fenitoina o carbamazepina, también muestran actividad
anticonvulsivante a dosis bajas y actividad proconvulsivante a dosis elevadas (Léscher,

1991; Barton et al., 2001).

6.8.3. Ensayo MES

PZP, TFP y 5-FU fueron evaluadas en el ensayo MES. Los resultados se muestran
en la tabla 6.26, reportados como numero de animales protegidos sobre el total de

animales evaluados.

Tal como se observa en la tabla, PZP 30 mg/kg presentd actividad anticonvulsiva
frente al ensayo MES, demostrando 100% y 50% de actividad a un tiempo de 0,5 hsy 4
hs, respectivamente. En cuanto a PZP 100 mg/kg, protegid al 50% de los animales a un
tiempo de 0,5 hs. Por su parte, 5-FU sdlo presentd actividad administrada a una dosis de
100 mg/kg con un tiempo de pretratamiento de 0,5hs. TFP no presento actividad alguna
frente al mencionado ensayo. En el caso de los controles, se reportan el total de

animales utilizados en los tres ensayos.
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Tabla 6.26 Resultados obtenidos en el ensayo MES para las drogas seleccionadas.

Tiempo de pretratamiento

0,5 hs 2h 4 hs
PZP 30 mg/kg 2/2 - 1/2
PZP 100 mg/kg 1/2 - 0/2
TFP 0,1 mg/kg 0/2 - 0/2
TFP 1 mg/kg 2/2 - 0/2
5-FU 30 mg/kg 0/2 - 0/2
5-FU 100 mg/kg 1/2 - 0/2
PHT 15 mg/kg - 6/6 -
Control SF 0/6 - 0/6

6.8.4. Ensayo PTZsc

PZP, TFP y 5-FU fueron evaluadas en el ensayo PTZsc. Los resultados se muestran
en la tabla 6.27, reportados como nimero de animales protegidos sobre el total de
animales evaluados. En este caso, ninguno de los tratamientos utilizados reporté
actividad frente al ensayo de PTZsc. Los controles se reportaron como el nimero de
animales protegidos respecto al numero total de animales empleados en los tres

ensayos.
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Tabla 6.27 Resultados obtenidos en el ensayo PTZ para las drogas seleccionadas.

Tiempo de pretratamiento

0,5 hs 4 hs
PZP 30 mg/kg 0/2 0/2
PZP 100 mg/kg 0/2 0/2
TFP 0,1 mg/kg 0/2 0/2
TFP 1 mg/kg 0/2 0/2
5-FU 30 mg/kg 0/2 0/2
5-FU 100 mg/kg 0/2 0/2
PB 25 mg/kg 6/6 -
Control SF 0/6 0/6
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Capitulo 7: Conclusiones

Durante el desarrollo de este trabajo de tesis, se construyeron modelos lineales
basados en el ligando, capaces de discriminar entre compuestos activos e inactivos en el
modelo de crisis de 6 Hz, uno de los modelos incluidos en el screening primario del
Programa ETSP. Dado que los modelos individuales no demostraron una capacidad
predictiva enteramente satisfactoria, se generd un ensamble con los mejores modelos
clasificatorios, segun se comenta en los parrafos que siguen, y el mismo se aplicé en una
campania prospectiva de SV sobre las bases de datos DrugBank 5.0 y SweetlLead. A partir
de ello, priorizando costos y accesibilidad, fueron seleccionados tres compuestos para la
validacién experimental de las predicciones del modelo, evaludndose en el modelo

animal de crisis de 6 Hz.

Un primer punto que vale la pena sefialar es el tamafo limitado del set de datos
compilado a partir de una la busqueda bibliografica inicial (tan sélo 90 compuestos en
total). Sin embargo, la notable diversidad molecular del set de datos, sumada a la
estrategia de muestreo representativo basado en agrupamiento, condujeron a modelos
con un dominio de aplicacién amplio, compatible con su aplicacién al cribado de grandes

bibliotecas quimicas.

A partir de esta base de datos, se obtuvieron 1.000 modelos clasificatorios
lineales, basados en descriptores independientes de la conformacién, de bajo costo
computacional y alta reproducibilidad en su cdlculo. Segun los resultados de las
instancias de validacién in silico, sin embargo, los modelos no demostraron, de manera
individual, una capacidad predictiva adecuada. Esto podria estar vinculado a la
complejidad de la respuesta modelada (que es, en definitiva, una respuesta bioldgica en
un modelo in vivo, que depende de factores multiples, tales como la farmacocinética de
los compuestos evaluados o la interaccion de estos con multiples blancos moleculares).
Por poner un ejemplo, se ha demostrado que el levetiracetam interactla
simultdneamente y con similar afinidad, con SV2A y con canales idnicos operados por

voltaje). La heterogeneidad de los datos experimentales y la complejidad de la respuesta
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justifican el uso de modelos clasificadores, por un lado, y de técnicas de modelado mas

complejas, tales como el aprendizaje por ensamblado.

El desempefio de los modelos individuales fue mejorado mediante el empleo de
técnicas de ensamblado, segln surge de las métricas de enriquecimiento calculadas en
las campafas de cribado retrospectivo. La combinacion de los 29 mejores modelos
individuales mediante el operador MINIMO presentéd los mejores valores de
enriquecimiento. Para la seleccidén del valor de un valor de corte dptimo del score del
ensamble, se analizaron los graficos de superficie de PPV (una técnica desarrollada en
nuestro grupo de trabajo), seleccionando un valor que maximice el Valor Predictivo
Positivo. Se seleccioné un valor de corte asociado a un PPV de 44,10 para un rendimiento
de activos de 0,01; segln este andlisis tedrico, seria necesario evaluar 44 hits para que

uno de ellos confirme la actividad predicha en el ensayo experimental.

Esta combinacién de modelos se aplicé en el SV de las bases de datos DrugBank
5.0 y SweetlLead para la seleccion de potenciales candidatos activos frente al modelo de
crisis de 6 Hz. Los resultados arrojaron un total de 57 compuestos con valores de score
por encima del valor de corte seleccionado, de los cuales sélo 28 corresponden a
farmacos aprobados. Con excepcion de 3 compuestos, los hits pertenecian
invariablemente al dominio de aplicacion del modelo, lo que sugiere que, pese al tamafo
limitado del set de datos, la diversidad molecular del mismo y la estrategia de muestreo
representativo resultaron en modelos con un dominio de aplicacién amplio. De acuerdo
con el costo y accesibilidad, se adquirieron 3 compuestos: triflupromazina (TFZ),
pirenzepina (PZP) y 5-fluorouracilo (5-FU), a fin de validar experimentalmente la

capacidad predictiva de nuestro protocolo de cribado.

Ninguno de los hits evaluados presentd neurotoxicidad (ataxia o sedacién) en el
ensayo del Rotorod. Al analizar los resultados de las evaluaciones en el modelo animal de
crisis de 6 Hz, se demostré que uno de los tres hits evaluados, 5-FU, demostré actividad
anticonvulsiva. Se pudo observar que a 0,5 hs, este compuesto administrado a 30 mg/kg
no difiere significativamente de LEV, mientras que si lo hace de la dosis de 100 mg/kg y
de los controles con SF. A tiempo de 4 hs, la dosis de 30 mg/kg no difiere

significativamente de los controles con LEV, pero tampoco difiere de a dosis de 100
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mg/kg ni de los controles con SF. Estos resultados sugirieron que 5-FU tiende a presentar
efectos anticonvulsivos, por lo que se realizé un ensayo adicional a una dosis de 60 mg/kg
a 0,5 hs. De alli, se obtuvo que el compuesto no difiere significativamente del LEV,

mientras que presentd diferencias significativas con la administracién con SF.

Como analizamos en el Capitulo 6, si bien 5-FU presenta perfiles farmacocinéticos
y de seguridad desfavorables, nos fue de utilidad para demostrar experimentalmente la
validez de la combinacién de modelos in silico para seleccionar candidatos frente al
modelo de crisis de 6Hz, y eventualmente podria servir como andamiaje estructural
novedoso para el disefio de andlogos con perfiles de seguridad y farmacocinético

adecuados.

Con respecto a los resultados experimentales obtenidos con PZP, puede
observarse que la media de la duracién de la convulsidn para el control positivo (LEV) es
la mas baja a ambos tiempos de pretratamiento, mientras que la media para el control
negativo (SF) presenta el comportamiento opuesto (es la mas alta de todos los grupos).
Los valores para PZP, sin diferir estadisticamente de ninguno de los dos controles, se
encuentran contenidos entre ambos extremos. Esto es, cuando se administra PZP a dosis
de 30 mg/kg y 100 mg/kg la duracion de la crisis pareciera asimilarse a la duracién de
crisis con LEV (aunque no sea tan efectivo), pero sin diferir significativamente del
comportamiento con SF. Asimismo, cuando se administra PZP a una dosis de 60 mg/kg,
la media obtenida difiere significativamente de ambos controles, presentando un

comportamiento comprendido entre ambos extremos.

Finalmente, al analizar los resultados experimentales, se observa que la
prediccion tedrica basada en el SV retrospectivo (44%) se aproxima muy bien a la que
observamos en la validacion experimental del screening prospectivo (33%,
correspondiente a un hit confirmado experimentalmente (5-FU) de tres compuestos
analizados, o 66% si consideramos la leve tendencia a proteger de PZP) y teniendo en
cuenta ademads, que por cuestiones de disponibilidad de recursos trabajamos con un
numero de hits validados pequefio; consideramos que los resultados de la campaiia de

SV han sido muy satisfactorios.
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Como mencionamos en el Capitulo 4, estas metodologias han sido a la fecha
escasamente exploradas y explotadas en el campo de la epilepsia y destacamos como
conclusiéon general del trabajo de tesis la importancia de utilizar metodologias como el
cribado virtual y el reposicionamiento de farmacos asistido por computadoras, las cuales
son aproximaciones utiles para abordar de manera sistematica la bisqueda de nuevos
usos terapéuticos de farmacos aprobados e incluso farmacos discontinuados o

abandonados.
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Anexo 1

1.1. Estructuras de los compuestos activos que conforman la base

de datos.
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1.2. Estructuras de compuestos inactivos que conforman la base

de datos.
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Anexo 2

Scripts utilizados

En esta seccidn se presentan los scripts utilizados en este trabajo de tesis.

2.1. Script utilizado para el muestreo de 1.000 subespacios

aleatorios de 200 descriptores cada uno

conjuntos.descriptores <- function(archivo="Dtraining.csv",conjuntos=1000,
descrip.conjunto=200, semilla=125)

{is.installed <- function(mypkg) { is.element(mypkg, installed.packages()[,1]) }
if (is.installed("data.table") == FALSE) {install.packages("data.table")}

if (is.installed("caret") == FALSE) {install.packages("caret")}
library(data.table)

library(caret)

set.seed(semilla)

df <- as.data.frame(fread(input = archivo, check.names = TRUE))

df <- df[, apply(df, 2, function(x) !any(is.na(x)))]

df <- df[ , -nearZeroVar(df)]

n <- conjuntos

j <- c(1:ncol(df))

k <-jl-c(1,2)]

dflist <-list()
for(i in 1:n) {dflist[[i]] <- df[, c(2,sample(k,descrip.conjunto))]}
dflist

2.2. Script utilizado para la generacion de 1.000 modelos

individuales

forward.stepwise.testF.Im <- function(tabla.conjunto,punto.corte=0.05,steps=6)
df<- as.data.frame(tabla.conjunto)

null<-Im(clase ~1,data = df, na.action = na.omit)

full<-Im(clase™.,data = df, na.action = na.omit)

repeat {

paso<-add1(null,scope=formula(full),test="F", na.action = na.omit)
menor.probabilidad<-which.min(pasoS$ Pr(>F)")

elegido <- noquote(row.names(paso)[menor.probabilidad])

formulacion <- paste(".~. +", elegido)

if ( pasoS$ Pr(>F)' [menor.probabilidad] >= punto.corte ) {

break}

null<-update(null, formula. = formulacion)

test <- anova(null)

if (any(testS Pr(>F)*>= punto.corte, na.rm = TRUE)) {

formulacion2<- paste(".~. -" paste(noquote(rownames(test)[which(testS Pr(>F) >=
punto.corte)]) ,collapse =" -"))

null<-update(null, formula. = formulacion2)

if (length(nullScoefficients) >= steps + 1)

result <-null
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result

2.3. Script utilizado para la combinacion de modelos por el

operador minimo

combinacion.modelos.minimo <- function (x = tabla.AUC.ordenadas, cant.modelos = 10,
remover.NA = FALSE) {

is.installed <- function(mypkg) { is.element(mypkg, installed.packages()[,1]) }

if (is.installed("OptimalCutpoints") == FALSE) {install.packages("OptimalCutpoints")}

if( is.installed("data.table") == FALSE) {install.packages("data.table")}

library(OptimalCutpoints)

library(data.table)

mejores.segun.AUC <- as.numeric(x[c(1:cant.modelos),"modelo"])

lista.mejores.modelos <-lista.modelos[mejores.segun.AUC] lista.predicciones.mejores.modelos
<- lapply( lista.mejores.modelos , predict, type = "response")
tabla.valores.prediccion<-data.frame(matrix(unlist(lista.predicciones.mejores.modelos), nrow=
length(lista.predicciones.mejores.modelos[[1]]), byrow=FALSE))

score.mejor.modelo.individual <- tabla.valores.prediccion[,1]
minimo<-apply(tabla.valores.prediccion,1,min, na.rm= remover.NA)

p <-lista.conjuntos2[[1]]

clase <-p[,"clase"]

g <- factor(clase)

ROC.ensemble.minimo <- roc(predictor = minimo, response = g, direction = "<", c¢i = TRUE, auc
= TRUE , conf.level=0.95 , ci.method = "delong", boot.n = 2000, boot.stratified = TRUE,
reuse.auc=TRUE

AUC.ROC.ensemble.minimo <- ROC.ensemble.minimoSauc[[1]]

int.conf.95.AUC.ROC <- ROC.ensemble.minimoSci

ROC.mejor.individual<- roc(predictor = score.mejor.modelo.individual, response = g, direction =
"<" , ci = TRUE , auc = TRUE , conf.level=0.95 , ci.method = "delong", boot.n = 2000,
boot.stratified = TRUE, reuse.auc=TRUE)

test.AUC <- roc.test(rocl = ROC.ensemble.minimo , roc2 = ROC.mejor.individual , method =
"delong" , alternative = "two.sided")

df <- data.frame(cbind(clase,minimo))

punto.corte <- OptimalCutpoints::optimal.cutpoints (X = "minimo", status="clase",
tag.healthy=0, data=df,methods="MaxSp", direction = "<")
punto.corte2 <-

data.frame(OptimalCutpoints::summary.optimal.cutpoints(punto.corte)Sp.tableSGlobalSMaxS
p)["cutoff",]

predicciones <- ifelse( minimo > punto.corte2, yes = 1,no = 0) tabla.bien.mal.clasificados <-
table(predicciones,clase, dnn = c("clase predicha", "clase real"), useNA = "ifany")
bien.clasificados <- predicciones == clase

porcentaje.bien.clasificados <- 100*sum(bien.clasificados, na.rm
TRUE)/length(bien.clasificados)

resultado.final <- list("AUC de la curva ROC", AUC.ROC.ensemble.minimo,"Int Confianza AUC
ROC" ,int.conf.95.AUC.ROC , "Comparacion AUC ROC ensemble vs AUC ROC mejor modelo
individual" , test.AUC , "punto de corte", punto.corte2, "% bien clasificados training
set",porcentaje.bien.clasificados,"Classification Matrix", tabla.bien.mal.clasificados)
resultado.final
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2.4. Script utilizado para la combinacion de modelos por el

operador promedio

combinacion.modelos.promedio <- function (x = tabla.AUC.ordenadas, cant.modelos = 10,
remover.NA = FALSE) {

is.installed <- function(mypkg) { is.element(mypkg, installed.packages()[,1]) }

if (is.installed("OptimalCutpoints") == FALSE) {install.packages("OptimalCutpoints")}

if( is.installed("data.table") == FALSE) {install.packages("data.table")}

library(OptimalCutpoints)

library(data.table)

mejores.segun.AUC <- as.numeric(x[c(1:cant.modelos),"modelo"])

lista.mejores.modelos <-lista.modelos[mejores.segun.AUC]

lista.predicciones.mejores.modelos <- lapply( lista.mejores.modelos , predict, type =
"response")

tabla.valores.prediccion <-data.frame(matrix(unlist(lista.predicciones.mejores.modelos), nrow=
length(lista.predicciones.mejores.modelos[[1]]), byrow=FALSE))

score.mejor.modelo.individual <- tabla.valores.prediccion[,1]
promedio<-apply(tabla.valores.prediccion,1,mean, na.rm= remover.NA)

p <-lista.conjuntos2[[1]]

clase <-p[,"clase"]

g <- factor(clase)

ROC.ensemble.promedio <- roc(predictor = promedio, response = g, direction = "<", ¢i = TRUE,
auc = TRUE , conf.level=0.95 , ci.method = "delong", boot.n = 2000, boot.stratified = TRUE,
reuse.auc=TRUE

AUC.ROC.ensemble.promedio <- ROC.ensemble.promedio$Sauc[[1]] int.conf.95.AUC.ROC <-
ROC.ensemble.promedioSci

ROC.mejor.individual<- roc(predictor = score.mejor.modelo.individual, response = g, direction =
"<" , ci = TRUE , auc = TRUE , conf.level=0.95 , ci.method = "delong", boot.n = 2000,
boot.stratified = TRUE, reuse.auc=TRUE

test.AUC <- roc.test(rocl = ROC.ensemble.promedio , roc2 = ROC.mejor.individual , method =
"delong" , alternative = "two.sided")

df <- data.frame(cbind(clase,promedio))

punto.corte <- OptimalCutpoints::optimal.cutpoints (X = "promedio", status="clase",
tag.healthy=0, data=df,methods="MaxSp", direction="<"
punto.corte2 <-

data.frame(OptimalCutpoints::summary.optimal.cutpoints(punto.corte)$Sp.tableSGlobalSMaxS
p)["cutoff",]

predicciones <- ifelse( promedio > punto.corte2, yes = 1,no = 0)

tabla.bien.mal.clasificados <- table(predicciones,clase, dnn = c("clase predicha", "clase real"),
useNA = "ifany")

bien.clasificados <- predicciones == clase

porcentaje.bien.clasificados <- 100*sum(bien.clasificados, na.rm
TRUE)/length(bien.clasificados)

resultado.final <- list("AUC de la curva ROC", AUC.ROC.ensemble.promedio, "Int Confianza AUC
ROC" ,int.conf.95.AUC.ROC ,"Comparacion AUC ROC ensemble vs AUC ROC mejor modelo
individual" , test.AUC , "punto de corte", punto.corte2, "% bien clasificados training
set",porcentaje.bien.clasificados,"Classification Matrix", tabla.bien.mal.clasificados)
resultado.final
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2.5. Script utilizado para la combinaciéon de modelos por el

operador ranking

combinacion.modelos.ranking <- function (x = tabla.AUC.ordenadas, cant.modelos = 10,
remover.NA = FALSE) {

is.installed <- function(mypkg) { is.element(mypkg, installed.packages()[,1])

if (is.installed("OptimalCutpoints") == FALSE) {install.packages("OptimalCutpoints")}

if( is.installed("data.table") == FALSE) {install.packages("data.table")}

library(OptimalCutpoints)

library(data.table)

mejores.segun.AUC <- as.numeric(x[c(1:cant.modelos),"modelo"])

lista.mejores.modelos <-lista.modelos[mejores.segun.AUC]
lista.predicciones.mejores.modelos <- lapply( lista.mejores.modelos , predict, type =
"response")

tabla.valores.prediccion <-  data.frame(matrix(unlist(lista.predicciones.mejores.modelos),
nrow= length(lista.predicciones.mejores.modelos[[1]]), byrow=FALSE))

ranking <- apply(-tabla.valores.prediccion,2,rank, na.last= "keep", ties.method = "first")
score.mejor.modelo.individual <- ranking[,1]

promedio.ranking <- apply(ranking, 1, mean, na.rm = remover.NA)

p <-lista.conjuntos2[[1]]

clase <-p[,"clase"]

g <- factor(clase)

ROC.ensemble.promedio.ranking <- roc(predictor = promedio.ranking, response = q, direction =
“>" | ci = TRUE , auc = TRUE , conf.level=0.95 , ci.method = "delong", boot.n = 2000,
boot.stratified = TRUE, reuse.auc=TRUE)

AUC.ROC.ensemble.promedio.ranking <- ROC.ensemble.promedio.rankingSauc[[1]]
int.conf.95.AUC.ROC <- ROC.ensemble.promedio.rankingSci

ROC.mejor.individual<- roc(predictor = score.mejor.modelo.individual, response = g, direction =
">" | ci = TRUE , auc = TRUE , conf.level=0.95 , ci.method = "delong", boot.n = 2000,
boot.stratified = TRUE, reuse.auc=TRUE)

test.AUC <- roc.test(rocl = ROC.ensemble.promedio.ranking , roc2 = ROC.mejor.individual ,
method = "delong" , alternative = "two.sided")

df <- data.frame(cbind(clase,promedio.ranking))

punto.corte <- OptimalCutpoints::optimal.cutpoints (X = "promedio.ranking", status="clase",
tag.healthy=0, data=df,methods="MaxSp", direction=">" punto.corte2 <-
data.frame(OptimalCutpoints::summary.optimal.cutpoints(punto.corte)$Sp.tableSGlobalSMaxS
p)["cutoff",]

predicciones <- ifelse( promedio.ranking < punto.corte2, yes = 1,no = 0)
tabla.bien.mal.clasificados <- table(predicciones,clase, dnn = c("clase predicha", "clase real"),
useNA = "ifany") ## hago la tabla para ver las clasificaciones

bien.clasificados <- predicciones == clase

porcentaje.bien.clasificados <- 100*sum(bien.clasificados, na.rm
TRUE)/length(bien.clasificados)

resultado.final <- list("AUC de la curva ROC", AUC.ROC.ensemble.promedio.ranking,"Int
Confianza AUC ROC" ,int.conf.95.AUC.ROC,"Comparacién AUC ROC ensemble vs AUC ROC mejor
modelo individual" , test. AUC , "punto de corte", punto.corte2, "% bien clasificados training
set",porcentaje.bien.clasificados,"Classification Matrix", tabla.bien.mal.clasificados)
resultado.final
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2.6. Script utilizado para la combinacion de modelos por el

operador voto

combinacion.modelos.voto <- function (x = tabla.AUC.ordenadas, cant.modelos = 10,
remover.NA = FALSE) {

is.installed <- function(mypkg) { is.element(mypkg, installed.packages()[,1]) }

if ( is.installed("OptimalCutpoints") == FALSE) {install.packages("OptimalCutpoints")} if(
is.installed("data.table") == FALSE) {install.packages("data.table")} library(OptimalCutpoints)
library(data.table)

mejores.segun.AUC <- as.numeric(x[c(1:cant.modelos),"modelo"])

lista.mejores.modelos <-lista.modelos[mejores.segun.AUC]
lista.predicciones.mejores.modelos <- lapply( lista.mejores.modelos , predict, type =
"response")

tabla.valores.prediccion <-  data.frame(matrix(unlist(lista.predicciones.mejores.modelos),
nrow= length(lista.predicciones.mejores.modelos[[1]]), byrow=FALSE))

ranking <-apply(-tabla.valores.prediccion,2,rank, na.last=""keep", ties.method = "first")
entero <- as.data.frame(apply(ranking, 2, function (i) round (11-
i/(0.02*nrow(tabla.valores.prediccion)))))

entero[entero<0]<-0

score.mejor.modelo.individual <- entero[,1]

promedio.voto <- apply(entero, 1, mean, na.rm = remover.NA)

p <-lista.conjuntos2[[1]]

clase <-p[,"clase"]

g <- factor(clase)

ROC.ensemble.promedio.voto <- roc(predictor = promedio.voto, response = q, direction = "<",
ci = TRUE, auc = TRUE, conf.level=0.95, ci.method = "delong", boot.n = 2000, boot.stratified =
TRUE, reuse.auc=TRUE)

AUC.ROC.ensemble.promedio.voto <- ROC.ensemble.promedio.votoSauc[[1]]
int.conf.95.AUC.ROC <- ROC.ensemble.promedio.votoSci

ROC.mejor.individual<- roc(predictor = score.mejor.modelo.individual, response = g, direction =
"<" , ci = TRUE , auc = TRUE , conf.level=0.95 , ci.method = "delong", boot.n = 2000,
boot.stratified = TRUE, reuse.auc=TRUE)

test. AUC <- roc.test(rocl = ROC.ensemble.promedio.voto , roc2 = ROC.mejor.individual ,
method = "delong" , alternative = "two.sided")

df <- data.frame(cbind(clase,promedio.voto))

punto.corte <- OptimalCutpoints::optimal.cutpoints (X =
"promedio.voto",status="clase",tag.healthy=0, data=df,methods="MaxSp", direction="<")
punto.corte2 <-

data.frame(OptimalCutpoints::summary.optimal.cutpoints(punto.corte)Sp.tableSGlobalSMaxS
p)["cutoff",]

predicciones <- ifelse( promedio.voto > punto.corte2, yes = 1,no = 0)
tabla.bien.mal.clasificados <- table(predicciones,clase, dnn = c("clase predicha", "clase real"),
useNA = "ifany")

bien.clasificados <- predicciones == clase

porcentaje.bien.clasificados <- 100*sum(bien.clasificados, na.rm
TRUE)/length(bien.clasificados)

resultado.final <- list("AUC de la curva ROC", AUC.ROC.ensemble.promedio.voto, "Int Confianza
AUC ROC" ,int.conf.95.AUC.ROC ,"Comparacion AUC ROC ensemble vs AUC ROC mejor modelo
individual" , test.AUC ,"punto de corte", punto.corte2, "% bien clasificados training
set",porcentaje.bien.clasificados,"Classification Matrix", tabla.bien.mal.clasificados)
resultado.final
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2.7. Script utilizado para la validacion cruzada (k-fold cross

validation)

k.fold.CV.Im <- function (modelo , punto.corte.optimizado = 0.5, archivo.con.datos = "training
set.csv", folds = 10, repeticiones = 1) {

is.installed <- function(mypkg) { is.element(mypkg, installed.packages()[,1]) }
if (is.installed("data.table") == FALSE) {install.packages("data.table")}

if (is.installed("plyr") == FALSE) {install.packages("plyr")}

if (is.installed("caret") == FALSE) {install.packages("caret")}

library(data.table)

library(plyr)

library(caret)

df <- as.data.frame(fread(input = archivo.con.datos, check.names = TRUE))
pb <- txtProgressBar(min = 0, max = repeticiones, style = 3)

acc <- matrix(nrow = folds , ncol = repeticiones)

for(j in 1:repeticiones) {

set.seed())

index <- createFolds( y = factor(dfSclase) , k = folds , list = TRUE, returnTrain = FALSE)
for(i in 1:folds) {

train <- df[-index[[i]], ]

test <- df[index|[i]], ]

model <- update( object = modelo, formula. = . ~ ., data = train)

results_prob <- predict(object = model, newdata = test,type="'response')
results <- ifelse(test = results_prob > punto.corte.optimizado, yes=1,no=0)
answers <- testSclase

misClasificError <- mean(answers != results)

accli,j] <- 1-misClasificError}

setTxtProgressBar(pb, j)}

porcentaje.buenas.clasificaciones <- mean(colMeans(acc))*100

close(pb)

porcentaje.buenas.clasificaciones}

Anexo 3

Los descriptores incluidos en los 5 mejores modelos se describen en la siguiente lista:

Nombre Descripcion Bloque

ATSC2e Autocorrelacion centrada de Broto-Moreau de Autocorrelaciones
segundo grado ponderado por electronegatividades 2D
de Sanderson

ATSC5e Autocorrelacion centrada de Broto-Moreau de Autocorrelaciones
quinto grado ponderado por 2D
electronegatividades de Sanderson

B02[0-0] Presencia/ausencia del par O - O a una distancia Par de atomos 2D

topoldgica 2

BO3[F-Cl] Presencia/ausencia del par F — Cl a una distancia Par de dtomos 2D
topoldgica 3
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BO3[N-N]
CATS2D_00_DD
CATS2D_00_PP
F02[0-0]
FO7[N-O]
GATS2i

MATS2i
MATS1v

SM13_EA(dm)

SsNH2

TPSA(Tot)

Presencia/ausencia del par N — N a una distancia
topoldgica 3

Par de atomos Donor - Donor CATS2D a una distancia
de O

Par de atomos Positivo — Positivo CATS2D a una
distancia de 0

Frecuencia del par O — O a una distancia topolégica
2

Frecuencia del par N — O a una distancia topoldgica
7

Autocorrelacion de Geary de segundo
ponderado por el potencial de ionizacién
Autocorrelacion de Moran de segundo
ponderado por el potencial de ionizacidn
Autocorrelacion de Moran de primer
ponderado por el volumen de van der Waals
Momento espectral de orden 13 desde la matriz de
adyacencia de borde ponderado por momento
dipolar

Suma de los estados electronicos de sSNH2

grado
grado

grado

Area de superficie polar topoldgica usando las
contribuciones polaresde N, O, S, P

Par de atomos 2D
CATS2D
CATS2D
Par de atomos 2D
Par de atomos 2D

Autocorrelaciones
2D
Autocorrelaciones
2D
Autocorrelaciones
2D

indices de
adyacencia de
bordes

indice de estado E
tipo atomo
Propiedades
moleculares

e ATSC2e, ATSC5e, GATS2i, MATS2i y MATS1v pertenecen al

descriptores “Autocorrelaciones 2D”.
e B02[0-0], BO3[F-CI], BO3[N-N], FO2[0-0O] y FO7[N-O] pertenecen al grupo de
descriptores “Par de dtomos 2D”.
e CATS2D_00_DD y CATS2D_00_PP pertenecen al grupo de descriptores “CATS2D
— Chemically Advanced Template Search 2D”.
e SM13_EA(dm) pertenece al bloque de descriptores “Indices de adyacencia de

bordes”.

bloque de

e SsNH2 pertenece al grupo de descriptores “Indice de estado E tipo dtomo”.
e TPSA(Tot) pertenece al grupo de descriptores “Propiedades Moleculares”.

AUTOCORRELACIONES 2D

El descriptor de autocorrelacion es un descriptor molecular que codifica tanto la
estructura molecular como las propiedades fisicoquimicas atribuidas a los atomos como

un vector.

Estos descriptores generan histogramas de distancias de pares de 4tomos dentro de una

molécula, que se encuentren por encima de un cierto valor de corte de distancia. Las
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distancias se miden en términos del nimero de uniones entre un par de dtomos

conectados. La ecuacidn general se muestra a continuacion:

n n
Autocorrelacion (r,,1,) = ZZ@(ra <rnj < rb)Pin
i j
Donde 1;; es la distancia entre los atomos 7y j, y n es el numero total de atomos
presentes en la molécula. P; y P; son las propiedades atomicas de los atomos 7y j
utilizadas para ponderar la autocorrelacién. r, y 3, definen los limites inferior y superior

de cada distancia consecutiva.

Tales descriptores pueden describirse mas alla de las caracteristicas geométricas de una
molécula, ponderando las distancias de los pares de atomos respecto a las propiedades

de los atomos como carga parcial, electronegatividad, etc.

Autocorrelacion 2D de Broto-Moreau

También conocidos como Autocorrelacion de wuna Estructura Topoldgica
(Autocorrelation of a Topological Structure, ATS), ATSC2e y ATSC5e pertenecen a esta
categoria de descriptores y fueron incluidos en las funciones discriminantes obtenidas
en esta tesis. Estos describen cdmo una propiedad es distribuida a lo largo de la
estructura topolégica. Es una autocorrelacién espacial de un grafo molecular definido

como:

A A
ATS,; = ZZSij*(Wi*Wj)d = WT « B™+ W
i=1

j=1
Donde w es alguna propiedad atdomica; A es el nimero total de 4&tomos; d es la distancia
topoldgica; §;; es la delta de Kronecker, que es una funcién de dos variables, la cual

toma valores de O si son diferentes o de 1 si son iguales; B™ es una matriz dispersa

binaria de orden m (matriz cuyos elementos son iguales a 1 solo para los vértices v; y v;

a una distanciam; y W es el vector dimensional A de propiedades atémicas.

Para cada propiedad w, la autocorrelacion estd definida por todas las distancias

presentes en el grafo y es el descriptor ATS.
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ATSC2e indica la autocorrelacién centrada de Broto-Moreau de segundo grado
ponderado por electronegatividades de Sanderson. Por su parte, el descriptor ATSC5e
describe la autocorrelacién centrada de Broto-Moreau de quinto grado ponderado por

electronegatividades de Sanderson.

Autocorrelacion 2D de Moran

Es un indice de correlacién espacial definido por:

1 _ _
A* 224=1Z§1=1 6ij x (wy — w) * (w; — w)

1 _
A* 224=1(Wi —w)?

Igy =

Donde w; es una propiedad atémica y w es el valor promedio de aquella propiedad en
toda la molécula; A es nimero de atomos, d es la distancia topoldgica; A es la suma de

las deltas de Kronecker, es decir, el nimero de los pares de vértices a una distancia d.

Dentro de esta categoria se encuentran los descriptores MATS2i y MATS1v que estan
incluidos en algunos de los modelos clasificatorios. El primer descriptor esta basado en
la autocorrelacion de Moran de segundo grado ponderado por el potencial de
ionizacion, mientras que el descriptor MATS1v se basa en la autocorrelacién de Moran

de primer grado ponderado por el volumen de van der Waals.

Autocorrelacion 2D de Geary

Este descriptor estd definido por:

1
N Z'iq=1 Z}fl=1 8ij * (w; — Wj)2
Cay = 1

=1 * Zita(wi —w)?

Donde w; es una propiedad atémica y w es el valor promedio de aquella propiedad en
toda la molécula; A es nimero de adtomos; A es la suma de las deltas de Kronecker, es

decir, el nUmero de los pares de vértices a una distancia d.

GATS2i es un descriptor basado en la autocorrelacién de Geary, de segundo grado
ponderado por el potencial de ionizacion. Este descriptor estd incluido en algunas de las

funciones discriminantes.

PAR DE ATOMOS 2D
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Los descriptores del bloque de pares de 4&tomos 2D codifican todos los pares de dtomos
presentes en una molécula junto con la longitud de la unidon mas corta entre ellos. Cada
atomo estd representado por el nombre de su elemento con el nUmero de dtomos

diferentes al hidrégeno que estdn unidos a él y su nimero de electrones it de union.

Dentro de esta categoria, los descriptores B02[0-0], BO3[F-CI], BO3[N-N], F02[0-0O] y
FO7[N-O] fueron incluidos en los modelos clasificatorios. Los descriptores B02[0-0],
BO3[F-CI] y BO3[N-N] describe la presencia y/o ausencia del par oxigeno — oxigeno a una
distancia topolégica de 2, del par flior — cloro a una distancia topolégica de 3 y del par
nitrogeno — nitrégeno a una distancia topolégica de 3, respectivamente. Los
descriptores F02[0-0] y FO7[N-0O] indican la frecuencia del par oxigeno — oxigeno a una
distancia topoldgica de 2 y del par nitrégeno — oxigeno a una distancia topolégica de 7,

respectivamente.

iNDICE DE ESTADO E TIPO ATOMO

Los indices del estado E o electrotopoldgicos estdn determinados para cada dtomo.
Estos dependen del estado intrinseco de un 4tomo I; (Ecuacién 1). Este estado involucra
las caracteristicas electrénicas y topoldgicas de los atomos. Los efectos de las
interacciones con otros atomos se determinan por el nimero de uniones entre el atomo

i y cada uno de los otros atomos ;.

_ (6/+D)

I; 5,

(Ecuacién 1)

El estado E para un atomo esta dado por la suma del estado intrinseco [; y la

perturbacion Al;; que se origina por la interaccion, definida en la ecuacion 2.

Ii-1;
Alij = ¥, ‘T.Z.J (Ecuacién 2)
ij

Para una longitud de trayectoria 7;;.

Algunos modelos clasificatorios incorporaron el descriptor SsSNH2, que refleja la suma

de los estados electrdnicos de los grupos -NH2.

CATS2D — CHEMICALLY ADVANCED TEMPLATE SEARCH 2D
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Estos descriptores consideran la distancia topoldgica (independiente de Ia
conformacion) entre dos tipos de puntos farmacofdricos de interés, determinando el
numero de veces que se encuentra en la molécula aquel par de puntos teniendo en

cuenta esa distancia.

De manera habitual, en los modelos farmacofdricos se incluyen cincos posibles puntos
farmacoféricos: donor de puentes de hidrégeno (D), aceptor de puentes de hidrégeno
(A), ionizables o cargados positivamente (P), ionizables o cargados negativamente (N), y
lipofilico (L). Un atomo puede no pertenecer a alguno de los 5 tipos (por lo que no se

considera) o ser asignado a mas de uno.

Para cada molécula, el nimero de ocurrencias de los 15 pares posibles (DD, DA, DP, DN,
DL, AA, AP, AN, AL, PP, PN, PL, NN, NL, LL) es determinado y luego asociado con el nimero de
enlaces intervinientes entre los dos puntos considerados, con la menor distancia.

CATS2D_00_DD indica el numero de pares de atomos Donor-Donor CATS2D a una
distancia topoldgica de 0. CATS2D_00_PP indica el numero de pares de atomos

ionizables Positivo-Positivo a una distancia topolégica de 0.

INDICES DE ADYACENCIA DE BORDES

La matriz de adyacencia de borde en graficos moleculares simples se define como una
matriz cuadrada y simétrica E, donde las filas y columnas corresponden a los bordes
(enlaces) de la grafica. El indice se calcula considerando las moléculas como graficos
ponderados, donde los elementos del conjunto de bordes son sustituidos por el orden

de enlace entre los a&tomos conectados, segun la siguiente ecuacion:
_ -1/2
e(p) = E [6(ei)d(e)]s
s

Donde 5(60 es la sumatoria de los érdenes de enlaces asociados a todas las uniones

adyacentes con el enlace €;.

SM13_EA(dm) pertenece a este grupo de descriptores; es el momento espectral de

orden 13 desde la matriz de adyacencia de borde ponderado por momento dipolar.

PROPIEDADES MOLECULARES
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TPSA(Tot) pertenece a este grupo de descriptores y describe el area de superficie polar

topoldgica usando las contribuciones polares de N, O, S, P.

Anexo 4
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La Plata, 10 de Julio de 2017

It is hereby certified that the Institutional Animal Care and Use Committee of the
Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de La Plata dependence, has reviewed the
protocol and procedure for the care and use of laboratory animals entitled “6 Hz seizure
madel” and submitted by Luis Bruno-Blanch (Andrea Enrique as alternative researcher). This
Committee has found that the above procedures are in agreement with local guidelines for
vertebrate animal welfare as well as with US Public Health Service and/or European Union
policy on this matter (National Research Council, National Academy Press, Washington DC,
2010, and/or European Union Directive for Animal Experiments 2010/63/EU).

The ahove project is approved, effective on the above date.

Protocol Number 004-23-17

Se deja constancia que el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad Nacional de La Plata
evalud el protacolo de utilizacién de animales presentado por Luis Bruno-Blanch (Andrea
Enrique como responsahble alterno), titulado “Madelo de crisis epiléptica 6 Hz”. Este comité
considera que el mencionado protocolo se ajusta 2 las normas éticas de tratamiento
humanitario locales e internacionales que deben aplicarse a los animales vertebrados que se
utilizan en investigacién hiomédica y por tanto lo aprueba en el dia de la fecha (National
Research Council, National Academy Press, Washington DC, 2010, y/o Directiva de la Unidn
Europea para Experimentos en Animales, 2010/63/EU).

La aprobacion del protocolo serd vigente desde la fecha antes indicada y por el lapso
de cuatro afios.

Nimero de Protocolo: 004-23-17
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PROTOCOLO 004-23-17
“Modelo de crisis epiléptica 6 Hz”
Responsable: Luis Bruno-Blanch
Responsable Alterno: Andrea Enrique
Vilido hasta 10 de Julio de 2021
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COMITE womucnouah DE CUIDADG Y USO DE ANIM u:LEs DE LABORATORIO
Facultad de Ciencias Exactas -

La Plata, 5 de Julio de 2016

It is hereby certified that the Institutional Animal Care and Use Committee of the
Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de La Plata dependence, has reviewed the
protocol and proceduré for the care and use of laboratory animals entitled “In vivo evaluation
of the anticonvulsant activity of new molecules obtained by molecular screening or rational
design” and submitted by Luis Bruno-Blanch (Alan Talevi as alternative researcher). This
Committee has found that the above procedures are in agreement with local guidelines for
vertebrate animal welfare as well as with US Public Health Service and/or European Union
policy on this matter (National Research Council, National Academy Press, Washington DC,
2010, and/or European Union Directive for Animal Experiments 2010/63/EU).

The above project is approved, effective on the above date.

Protocol Number 014-06-15

Se deja constancia que el Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL) de la Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad Nacional de La Plata
evalué el protocolo de utilizacién de animales presentado por Luis Bruno-Blanch (Alan Talevi
como responsable alterno), titulado “Evaluacién in vivo de la actividad anticonvulsiva de
nuevas moléculas obtenidas por cribado molecular o por disefio racional”. Este comité
considera que el mencionado protocolo se ajusta a las normas éticas de tratamiento
humanitario locales e internacionales que deben aplicarse a los animales vertebrados que se
utilizan en investigacion biomédica y por tanto lo aprueba en el dia de la fecha (National
Research Council, National Academy Press, Washington DC, 2010, y/o Directiva de la Unién
Europea para Experimentos en Animales, 2010/63/EU).

La aprobacion del protocolo serd vigente desde la fecha antes indicada y por el lapso
de cuatro afios.

Numero de Protocolo: 014-06-15

\

PROTOCOLO 014-06-15
“Evaluacién in vivo de la actividad anticonvulsiva de nuevas moléculas obtenidas por
cribado molecular o por disefio racional”
Responsable: Luis Bruno-Blanch
Responsables Alternos: Alan Talevi
Valido hasta 22 de Junio de 2019

Phmiin LMWSHOD
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