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Objetivos de esta Investigacion

Este trabajo de tesis tiene como objetivo principal el descubrimiento de
nuevos farmacos antiepilépticos. El elevado nimero de personas en el mundo que
padecen epilepsia, asi como la ineficacia de los tratamientos disponibles en un
alto porcentaje de pacientes, justifica ampliamente el esfuerzo invertido en esta
investigacion. Dentro de este contexto surge la idea de abordar el problema
mediante una metodologia interdisciplinaria, haciendo uso de herramientas
provenientes de diferentes dreas de la ciencia como son la quimica
computacional, la quimica organica, y la farmacologia.

En los primeros dos capitulos de este trabajo se consideran aspectos
generales; ya sea relacionados con el descubrimiento y desarrollo de nuevas
drogas (capitulo 1) o con analisis del objetivo terapéutico planteado, la epilepsia,
y los problemas de su tratamiento actual (capitulo 2).

En los capitulos subsiguientes se detallan las metodologias aplicadas, los
resultados obtenidos y el anaiisis de los mismos.

En cuanto a los objetivos particulares, estos pueden enunciarse de la

siguiente manera:

% Planteo y aplicacion de una metodologia indirecta de disefio racional
basada en las relaciones estructura-actividad cuantitativas. Elecciéon del
conjunto inicial de trabajo y del tipo de accién antiepiléptica buscada.

% Definicion de las caracteristicas electrénicas y estructurales necesarias
para la actividad (farmacéforo).

% Disefio de nuevas estructuras en base al farmacéforo propuesto y a la
aplicacion de estrategias tendientes a la optimizacién estructural de
compuestos activos (reemplazo bioisostérico y simplificacion de
estructura)

% Sintesis de los compuestos.

% Evaluacion biolégica.

% Andlisis de las estructuras activas. Planteo de nuevas relaciones

estructura-actividad que incluyen las nuevas estructuras.
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CAPITULO 1

DESCUBRIMIENTO Y DESARROLLO DE DROGAS

Descubrimiento de farmacos.

Los medicamentos han contribuido extraordinariamente a mejorar la
calidad de vida desde los comienzos de la humanidad. Actualmente contamos con
gran diversidad de farmacos como resultado del exitoso empleo de distintas
metodologias de bldsqueda de nuevas drogas, las cuales se han ido mejorando a
traves del tiempo.

En la historia han existido hechos fortuitos o accidentales que han
derivado en el descubrimiento de compuestos activos.!™ Sin embargo, grandes
avances deben reconocerse a mentes preparadas para interpretar y tomar
ventaja de una observacién o hecho casual. Como ejemplo podemos citar el
descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming, resultado de Ila
observacién de un cultivo bacteriano expuesto al aire por varias semanas e
infectado por una colonia de hongos.*

Actualmente se cuenta con nuevas y diversas tecnologias aptas para el
descubrimiento de nuevos compuestos activos, que reemplazan a la intuicién o la
mera observacién. Nuevas técnicas experimentales relacionadas principalmente
con la quimica orgdnica y la biologia molecular, asi como el uso de las
aplicaciones de la informatica son, hoy por hoy, practicas corrientes en los
laboratorios de quimica medicinal. Sin embargo, los productos naturales fueron
por muchos afios la mayor fuente de nuevas drogas.”® En la mayoria de los
casos, el conocimiento de la actividad bioldgica de algun producto natural parte
de la medicina popular dado que, en el pasado, las civilizaciones dependian
enormemente de su ecosistema para curar sus enfermedades. Numerosas
pociones y brebajes fueron analizados tras observar el efecto que causaban. Se

encontraron asi compuestos no activos, peligrosos o que actuaban como
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placebos, pero también fueron aisladas sustancias con efectos beneficiosos. Estos
descubrimientos sefalaron el punto de partida para descubrir principios activos en
diversos animales, plantas y minerales.

La elevada diversidad y complejidad estructural que pueden poseer los
compuestos aislados de productos naturales permite el acceso a estructuras
quimicas activas que resultan al momento imposibles o muy dificiles de obtener a
través de la sintesis. Esto hace que aun hoy los productos naturales sean una
fuente valiosa de nuevos compuestos activos. Entre muchos ejemplos podemos
mencionar al agente anticancerigeno taxol/, proveniente de la corteza de un arbol
(taxus baccata) o el antimalarico artemisina, el cual contiene un anillo de trioxano
y proviene de una planta (Artemisia annua), que se encuentra en China (figura

1.1).*

H E

Taxol Artemisinin

Figura 1.1. Ejemplos de drogas provenientes de productos naturales.

Otra via que conduce al descubrimiento de nuevas drogas la constituye un
analisis retroactivo de la informacion resultante de descubrimientos hechos en
biologia o medicina. Podemos incluir aqui el aprovechamiento de los efectos
secundarios de las drogas de uso clinico, como punto de partida para el disefio de
nuevas drogas.’ La importancia de esta metodologia radica en que la informacién
de la actividad farmacoldgica proviene de la observaciéon en el hombre y no de
animales de experimentacién, por lo que pueden detectarse actividades sin que
se hayan evaluado en modelos animales relacionados. Por ejemplo, el desarrollo

de diuréticos derivados de sulfonamidas como la clorotiazida surge de la
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observacién de agentes antibacterianos e hipoglicemicos, debido a que presentan

este efecto a altas dosis (figura 1.2).*

cl N
A
NH
HoNO,S 8/
2

Figura 1.2. Estructura de la clorotiazida.

Por otra parte, los ligandos naturales o moduladores de un receptor dado
han sido utilizados en algunos casos como compuestos de partida para el disefio
de farmacos. Los neurotransmisores naturales adrenalina y noradrenalina, por

ejemplo, fueron usadas como estructuras de partida que iniciaron el desarrollo

de compuestos adrenérgicos p-agonistas como el salbutamol, la dobutamina y el
xamoterol.* En forma semejante pueden usarse los ligandos naturales, o el
sustrato de la enzima, para el disefio de inhibidores.*

Las nuevas drogas pueden surgir sin la necesidad de conocer a priori el
mecanismo de accion por el cual funcionan. Un ejemplo de esto es el uso de la
exploracion sistemdtica: Un conjunto de compuestos arbitrariamente elegidos por
su diversidad se somete a una serie de evaluaciones bioldgicas a fin de
determinar que actividad biolégica poseen. Esta estrategia se utilizo inicialmente
con productos naturales, y actualmente se aplica tanto a compuestos de origen

natural como sintéticos

Las industrias farmacéuticas IEWsHnle-ReeaalsRElAE R RIAE

sintetizan miles de compuestos que RN IC-C RN Y BN e-Tolls - 1aa Yol 0]

luego no son incluidos en el mercado, EERINEGEER por la industria

pero que quedan almacenados en sus EETeeEle= 10 aler: PRNRVAREeo s - H140h - B A

bancos de moléculas y disponibles YRR ERENE- 1y NG [N - W 8]0 o1 ok

para el testeo de diferentes EetIote[a MM EINC IR Ol EUEL

actividades. Estas librerias de datos se et sl RN - E R e R E S

actualmente en forma

emplean
rutinaria en las primeras etapas del
disefio de nuevos farmacos. La
metodologia de sintesis que origina
estos bancos de datos emplea quimica

combinatoria,!! que permite la

solida, donde la reaccidn quimica se
produce sobre un soporte solido. Esto
facilita enormemente las etapas de
aislamiento y purificacién; ademas de

permitir la  automatizacion  del

proceso.*!
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preparacion simultanea y rapida de una gran cantidad de compuestos.

En contrapartida a la exploracidén sistematica, la tendencia actual para el
descubrimiento de farmacos se orienta a un disefio racional, basado en principio
en el conocimiento a nivel molecular de la causa de la disfuncién patoldgica. Este
tipo de enfoque esta basado en fundamentos légicos, a diferencia de otros
métodos fundamentados en estrategias de prueba y error. En este trabajo se
empleo esta metodologia, por lo que esta se describird en mayor detalle en el
capitulo 3.

El disefio racional se inicia usualmente en el conocimiento estructural del
receptor responsable de la enfermedad o de las drogas que manifiestan accién
sobre este, lo que permite disefiar compuestos dables de interaccionar con el. El
compuesto asi disefiado, si algo activo, debe mejorarse en su potencia,
especificidad y/o disminuir sus efectos secundarios. La modificacién estructural de
una molécula activa se basa en la preparacién de estructuras relacionadas,
mediante transformaciones quimicas.!> Modificaciones estructurales se utilizan
también con objetivos mas estrechamente vinculados a la industria farmacéutica,
como el uso de vias sintéticas mas convenientes, o la mejora en la formulacién
del medicamento para su mejor manejo o administracion.* Esto no se lleva a cabo
mediante cambios efectuados al azar: se cuenta con una serie de criterios
establecidos durante afios de investigacion que orientan la sustitucién de
determinados grupos de la estructura modelo.*>

A continuacién se enumeran las herramientas mas usadas para la

transformacién estructural de compuestos que ya presentan la actividad deseada.
Modificacion estructural de una molécula activa.

Existen numerosas estrategias que pueden usarse para aumentar las
interacciones entre una droga y su receptor. Entre ellas, la variaciéon de
sustituyentes accesibles desde el punto de vista sintético es una herramienta muy
comun,

El andlisis del efecto de la sustitucidén de grupos alquilo da informacion
acerca de la influencia de la longitud, tamafioc y volumen de las cadenas
carbonadas en la actividad. Si estas interaccionan con un bolsillo lipofilico del
receptor, su variacién dara idea de las dimensiones del mismo.

La sustitucion sobre compuestos aromaticos también resulta sencilla.
Puede implicar, por ejemplo, el reemplazo de grupos dadores por aceptores de

electrones y viceversa; asi como cambios de posicion en los anillos. De este modo
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diferentes propiedades estéricas, electronicas e hidrofilicas pueden alterarse para
detectar su influencia en la actividad.

Otra estrategia es la maodificaciéon de la extension de la estructura, que
involucra la inclusion de grupos alquilo o arilo, para encontrar nuevas
interacciones con el receptor mediante regiones lipofilicas adicionales. También
pueden incluirse otras funciones o grupos capaces de generar uniones adicionales
del tipo puentes de hidrégeno y/o iénicas con el receptor (figura 1.3).

Cuando las drogas poseen dos sitios de unién, es posible buscar una

interaccién éptima mediante un cambio en la longitud de la cadena que los une.

. Droga ; Sitio dg_unién Droga A Grupo extra
\.. no utilizado
; » / » ‘e
- é / H
8 “ | Extension <8
_

Receptor A - Receptor

L 2

Figura 1.3. Extensidn de la estructura para inclusién de nuevos sitios de unién.

Del mismo modo, la expansiéon o contracciéon de anillos arométicos
mediante una alteracion del tamafio del grupo aromatico localiza a los dtomos en
posiciones relativas diferentes, afectando la eficiencia de la interaccién con el sitio
activo. Ademads, la extensién de la aromaticidad mediante la fusion de anillos
puede resultar en un incremento de la interaccion y la selectividad.

Otra modificacidon que puede hacerse con este tipo de estructuras es {a
inclusién o cambio de posicion de heteroatomos en los anillos. Esto trae como
ventaja la posibilidad de nuevas uniones del tipo puente de hidrogeno.

La rigidizacién de la molécula es otra opciéon para el aumento de la
actividad y la disminucion de efectos secundarios. En este caso se fija la molécula
o una parte de ella en una conformacién incapaz de cambiar. Como consecuencia
de esto se eliminan las interacciones que adquiririan otras conformaciones
posibles en un compuesto mas flexible y pueden eliminarse efectos no deseados.
Ademas, la actividad se incrementara si la droga ejerce su accién con el receptor
en esa conformacion, evitando el costo energético asociado a adoptarla.

La simplificacion de la estructura es una estrategia que suele utilizarse
cuando la droga es muy compleja. El conocimiento de los requerimientos minimos

necesarios para la actividad permite el descarte de las porciones no esenciales sin
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perdida de la accién buscada. La ventaja del manejo de compuestos mas sencillos
radica en la factibilidad y disponibilidad de la sintesis en laboratorios y a escala
industrial. En general se utiliza cuando el compuesto activo proviene de una
fuente natural, y su sintesis es impracticable dada la complejidad en su
estructura.

El concepto de bioisosterismo también ha sido usado en el disefio y
optimizacion de compuestos, con el objetivo de variar las propiedades de la
molécula como tamafio, polaridad, distribucién electrénica y afinidad. En este
trabajo se recurriéo tanto a la simplificacion estructural como a este tipo de

estrategia, por lo que se explicara mas detalladamente a continuacion.
Biososterismo.

Ciertos atomos o grupos funcionales presentan propiedades fisicoquimicas
comunes. En 1919 Langmuir observé que las propiedades fisicas de compuestos
como N, y CO eran similares y dedujo mediante la teoria del octeto que esto se
debe a que presentan el mismo arreglo de electrones.'* Aplicando este concepto
identificé 21 grupos de isésteros, algunos de los cuales se listan en la tabla 1.1.

Esta idea inicial fue extendida posteriormente por Grimm, quien enuncio
la ley de desplazamiento del hidruro.>*® Segun esta ley, un dtomo es iséstero de
la especie que forma mediante la adicidon de un hidrégeno y dos electrones (un

hidruro) al a&tomo que le precede en el sistema periddico.

Grupo Isostero
1 H°, He, Li*
2 0%, F, Ne, Na*, Mg*?, AI*3
3 S%, CI', Ar, K*, Ca*?
8 N,, CO, CN°
9 CHa, NH,*
10 CO,, N,O, N3, CON’

Tabla 1.1. Algunos grupos de isésteros identificados por Langmuir.*?

En la tabla 1.2 se representan los isésteros de acuerdo la definicion de Grimm.



Descubrimiento y Desarrollo de Drogas

Cc N 0] F Ne Na

CH NH OH FH -
CH, NH, OH, FH,"
CH; NH; OH;*

CHs NH,"

Tabla 1.2. Grupos de isésteros segun la ley de desplazamiento del hidruro de Grimm. 1*1°

Mas tarde, Erlenmeyer’’ reformulé este concepto considerando isdsteros a
atomos, iones y moléculas que son idénticos en su capa electréonica externa

(“isoelectronicidad periférica”). En la tabla 1.3 se listan algunos ejemplos.

Nuamero de electrones periféricos

4 5 6 7 8
N* P ) Cl CIHH
P* As Se Br BrH
st Sb Te I IH
As™ PH SH SH,
Sb* PH,  PHs

Tabla 1.3. Algunos grupos de isésteros segdn Erlenmeyer .6

Todas estas ideas se encuadran dentro del isosterismo cldsico. Cuando se
incluyen otros criterios para la definicion (como geometria, solubilidad, acidez,
reactividad quimica, polaridad, capacidad de formar puentes de hidrégeno) se
llega a equivalencias correspondientes a un isosterismo no clasico.'®

En cuanto a la vinculaciéon con la actividad bioldgica, resuita razonable
pensar que compuestos con una misma accién deban poseer también alguno de
estos tipos de similitud, al menos en las agrupaciones comunes a todos que se

muestran responsables de la actividad.
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Juntando todos los conceptos previos, se definen como grupos bioisésteros
a moléculas o grupos que producen una respuesta bioldégica semejante o

antagénica, por poseer propiedades fisicas y/o quimicas analogas.*®

E! bioisosterismo es una herramienta muy usada en {a quimica medicinal
para la optimizacion estructural y el disefio de nuevas moléculas. La aplicacién de
sus principios ha conducido al descubrimiento de un gran namero de farmacos.'®
2023 como ejemplos podemos citar las oxazolidinadionas y las hidantoinas que

son bioisdsteros clasicos con accién anticonvulsiva (figura 1.4).18

£ o}
w7
. ! Z = 0 Oxazolidinadionas
o) R3 Z = NH Hidantoinas

Figura 1.4. Ejemplo de farmacos disefiados por aplicacién de los principios del isosterismo.

Compuestos anticonvulsivantes.

En este trabajo se aplicara el concepto de bioisdsterismo para el disefic de
nuevos compuestos anticonvulsivos, en conjunto con el empleo de otras
metodologias indirectas como son las relaciones cuantitativas entre estructura y
actividad (ver capitulo 2 de esta tesis).

Ademas de las caracteristicas puramente estructurales también deben tenerse
en cuenta las propiedades fisicoquimicas de los compuestos para optimizar la
estructura. Se espera que las drogas presenten un equilibrio entre sus propiedades
hidrofilicas e hidrofébicas. Las drogas demasiado polares se excretan muy facilmente
por el rinén y no son capaces de atravesar eficientemente las membranas celulares.
Los compuestos muy lipofilicos son absorbidos en el tracto gastrointestinal, dada su
baja solubilidad en agua. Ademas, si alcanzan el torrente sanguineo es posible que
sean removidas en los tejidos grasos del cuerpo.

La experiencia muestra que la busqueda de una eficiente biodisponibilidad via
oral de un compuesto ya optimizado en su potencia, es una de las etapas mas lentas
y laboriosas del proceso de comercializacion de un compuesto nuevo. Estas
observaciones llevaron a la creacién de la regla de los 5 de Lipinski.?* Esta determina
que las estructuras mas propensas a presentar problemas de solubilidad y/o

permeabilidad son las que poseen:
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a) valores de log P mayores a 5

b) pesos moleculares mayores a 500

¢) mas de 5 grupos donores de enlaces hidrégeno (expresados como la suma
de grupos NH y OH)

d) mas de 10 grupos aceptores de enlaces de hidrogeno (expresados como la

suma de atomos de N y O)

Esta regla cuantifica de algin modo el compromiso que debe existir entre los
efectos hidrofébicos e hidrofilicos. Una alternativa para un transporte mas eficiente lo
constituyen las prodrogas, las cuales favorecen la distribucion y localizacién de la
droga en el sitio de accion. Esto trae aparejado una disminucién de la dosis necesaria
para lograr el mismo efecto y, consecuentemente, menores efectos colaterales.

En los procedimientos experimentales, usualmente miles de
compuestos deben ser sintetizados para lograr identificar un lider, el cual puede
posteriormente ser descartado por sus propiedades toxicolbégicas vy
farmacoldgicas. En este contexto, las metodologias de disefio basadas en calculos
computacionales resultan una alternativa muy UGtil y rapida, tanto para el
descubrimiento de nuevas drogas como para su posterior optimizacién
estructural. En este trabajo se hizo uso de esta herramienta, cuyas

caracteristicas se detallan a continuacion.

Quimica Computacional como herramienta para el descubrimiento de nuevas

drogas.

El avance de la biologia molecular (particularmente de las técnicas de
secuenciacion y de ADN recombinante) en conjunto con la espectroscopia de rayos X
vy RMN, han permitido un mayor conocimiento de los sistemas bioldgicos a escala
microscopica. Mediante algoritmos o programas computacionales estos sistemas
pueden simularse obteniéndose mayor informacién, algunas veces inaccesible
mediante un método experimental. La quimica computacional permite también
calcular datos relacionados con la estructura y las propiedades de las moléculas
activas, como son las energias conformacionales, cargas, momentos dipolares,
calores de formacion, etc.

Los procedimientos computacionales involucrados en los cdlculos se
sustentan en principios de la mecanica clasica (métodos de Mecanica Molecular) o

de la mecénica cuantica (métodos Quimico Cuanticos).
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En los métodos de Mecdnica Molecular (MM) se considera que los atomos
interactian mediante potenciales parametrizados previamente, que definen un
“campo de fuerza”. Los electrones de las moléculas no estan definidos
explicitamente, por lo que esta metodologia no permite el calculo de propiedades
electrénicas o en el analisis de cualquier proceso que involucre transferencias de
carga.

La MM tiene especial aplicacion en sistemas con un gran numero de
dtomos como son las biomoléculas, donde un tratamiento quimico cuantico
implicaria un muy elevado costo computacional.

Por otra parte, los métodos Quimico Cuanticos (QM) se basan en las leyes
de la fisica cudntica,?® aportando resultados de mayor calidad que los basados en
la metodologia MM,

La resolucion de la ecuacién de Schodedinger aplicada a una molécula
brinda informacién sobre su energia y su estructura, asi como sus caracteristicas
electrénicas, magnéticas y espectroscépicas. Sin embargo para resolver esta
ecuacidon en sistemas de mas de un electrén deben hacerse aproximaciones.

Cuando esas aproximaciones derivan de la teoria cuantica y no implican la
incorporacion de parametros ajustables se dice que el método utilizado es del tipo
ab-initio. La simplificacién paramétrica de la ecuacién de Schéedinger y la sola
consideracion de electrones de valencia define las aproximaciones mas
importantes de los métodos semiempiricos.

En los métodos ab-initio pueden usarse funciones base de distinta calidad
para representar la funcion de onda del sistema. Una descripcién relativamente
buena la proporciona la funcion determinantal de Slater, la cual tiene en cuenta
las condiciones de normalizacion y antisimetria.?® Esta funcidn incluye orbitales
moleculares que son funciones del tipo exponencial para cada electrén; por lo que
su resolucion matematica resulta compleja. Es por eso que estas se pueden
aproximar mediante funciones de Gauss. Las bases 6-31G** son un ejemplo para
este tipo de aproximacion, en las cuales se incluyen 6 gaussianas para la
descripcién interna, 3 para la capa de valencia interna, 1 para la externa, 6
funciones d para los atomos no hidrogenoides y funciones p para cada hidrégeno.

Otra alternativa de calculo es la teoria de funcionales de la densidad
(DFT), basada en los formalismos que involucran los efectos de correlacién
electréonica de forma mas simple que en los métodos ab initio tradicionales;
obteniéndose mejores resultados que estos Ultimos a igual esfuerzo
computacional.?®

Se han definido una gran variedad de funcionales, entre los cuales se

encuentran los funcionales hibridos resultantes de la formulacion triparamétrica
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de Becke (B3LYP); los cuales han demostrado ser mejores que los funcionales
locales de intercambio 0 los no locales corregidos por gradiente.

La aplicacion de QM a sistemas bioldgicos se encuentra limitada por la
velocidad de calculo, aun con la constante evolucion de la industria informatica.
Es por eso que comenzd a utilizarse para estos sistemas una combinacién de
ambos formalismos. 2’2 Las metodologias mixtas (QM-MM) consisten en el
tratamiento QM de una region de la molécula, que contiene usualmente el sitio
activo, el cual debe describirse cuanticamente debido a la posibilidad de
transferencia de electrones, efectos de polarizacion, transferencia de protones,
ruptura y formacién de enlaces, etc. El resto de la molécula (generalmente la
region mas grande) se trata a nivel MM. De este modo se puede acceder a un
conocimiento mas profundo de las biomoléculas a un costo computacional

accesible.
Referencias del capitulo 1.

1. Stevens, G. D., Prog. Drug Res. 1986, 30, 189,

2. Roberts, R. R., En Serendipity. Accidental Discoveries in Science. Wiley Science
eds.; John Wiley & Sons Inc., New York, 1989.

3. Sneader, W., General Principles, Vol.1. En: Comprenhensive Medicinal
Chemistry. The Rational Design, Mechanistic Study & Therapeutic Application of
Chemical Compound, Hansch, C.,eds.; Pergamon Press, Oxford, 1990, 7.

4, Patrick G. L., Chapter 8: Drug discovery and drug development, En: An
Introduction to Medicinal Chemistry., 2™ Ed., Oxford University Press, New York,
2001, 142.

5. Hylands, P.1.; Nisbet, L.J., Ann. Rep. Med. Chem., 1991, 26, 259.

6. Tempesta, M.S.; King, S.R., Ann. Rep. Med. Chem., 1994, 29, 325

7. Buss, A.D.; Waigh, R.D., En Burguer’s Medicinal Chemistry, 5" Ed., vol.1,
Wolf, M.E., eds.; John Wiley & Sons Inc., New York, 1995, 983.

8. Wani, M.C.; Taylor, H.L.; Wall, M.E.; Coggon, P.; McPhail, A.T., J. Am. Chem.
Soc., 1971, 93, 2325.

9. Suffness, M., Ann. Rep. Med. Chem., 1993, 28, 305.

10. Avendafio, C., Capitulo 2: Evolucion de los métodos de bulsqueda y
descubrimiento de farmacos. En Introduccion a la Quimica Farmacéutica 1™ Ed.;
editorial Edigrafos S. A. , Madrid, 1993, 43-44.

11. Czarnik A. W.; DeWitt, S. H., En A practical guide to combinatorial Chemistry,
1% Ed.; American Chemical Society, 1997.

11



Capitulo 1

12. Avendafio, C., Capitulo 3: La modificacion molecular como método de
blsqueda de nuevos farmacos. En Introduccién a la Quimica Farmacéutica 1™
Ed.; editorial Edigrafos S. A., Madrid, 1993, 47-63.

13. Patrick G. L., Chapter 9: Drug design and drug-target interactions, En: An
Introduction to Medicinal Chemistry., 2™ Ed., Oxford University Press, New York,
2001, 191.

14. Langmuir, 1., J. Am.Chem. Soc., 1919, 41, 1543.

15. Grimm, H. G., Z. Electrochem., 1925, 31, 474.

16. Grimm, H. G., Naturwissenschaften, 1929, 17, 557.

17. Erlenmeyer, H.; Leo, M., Helv. Chim. Acta, 1932, 15, 1171.

18. Avendafio, C., Capitulo 3: La modificacibn molecular como método de
blsqueda de nuevos farmacos. En Introduccién a la Quimica Farmacéutica 1™
Ed.; editorial Edigrafos S. A., Madrid, 1993, 56.

19. Friedman, H. L., NASNRS, 1951, 206, 295.

20.Thornber, C. W., Chem. Soc. Rev., 1979, 8, 563.

21. Lipinski, C. A., Annu. Rep. Med .Chem., 1986, 21, 283.

22.Burger, A., Prog. Drug Res. 1991, 37, 287.

23. Patani, G. A.; LaVoie E. J., Chem. Rev., 1996, 96, 3147.

24. Lipinski, C. A.; Lombardo, F.; Dominy, B. W.; Feeney, P. J., Adv. Drug
Delivery Rev. 1997, 23, 3.

25. Szabo, A.; Ostlund, N.S., En Modern Quantum Chemistry, 1% Ed.; Mc Graw-
Hill Publishing Company, New York,1989.

26. Foresman, J.B.; Frisch, A., Chapter 6: Selecting an Appropriate Theoretical
Method. En: Exploring Chemistry with Electronic Structure Methods, 2™ Ed.;
Gaussian Inc., Pittsburgh PA, 1996, 111-140,

27. Monar, G.; Merz, K. M. Ir., Acc. Chem. Res., 1999, 32, 904,

28. Orozco, M.; Luque, F. J., Chem. Rev., 2000, 100, 4187.

12



CAPITULO 2

EPILEPSIA Y DROGAS ANTIEPILEPTICAS

Terminologia.

La epilepsia no es una enfermedad especifica, sino un conjunto
heterogéneo de trastornos neuroldgicos.! Las crisis epilépticas son la
manifestacion clinica de la epilepsia. Estas se originan por una descarga neuronal
excesiva e incontrolada que tiene como consecuencia sensaciones, emociones y
conductas extrafas; o a veces convulsiones, espasmos musculares y perdidas de
conocimiento.?

Durante la epilepsia, el cuidadoso equilibrio entre la actividad inhibitoria y
excitatoria dentro de los circuitos neuronales se ve alterado debido a ciertos tipos
de agresién dirigidas al sistema nerviosos central.?

Vale aclarar que muchas personas ¥R neuronas normalmente
(alrededor del 5% de la poblacién mundial)® REICIREREIEIEEINe CIe xe Sl lle [CRR:10)
han tenido una crisis epiléptica en forma [RYECINsleIaY=1s[Elale[eTDIFI 1o -RUUIaF:
aislada. Esto no se considera epilepsia, dado [RegEISECIslIl=leldle-INCI (- aT Ul aa =1 5o}
que no se asocia a una patologia neuronal eIl ERIEIMIEE RS0 [0 V=Tel=\-Iolels
subyacente. Este término se reserva para segundo.2 En ciertas personas
los casos donde estas aparecen en forma [REiel:lellolNele8[gy=INoloElolaE=1laal=ipld:H
recurrente e impredecibie; y al conjunto de [sIgel:lsieldx-IMol8 =le[-Melellda (gl oIS ]

sintomas asociados se le llama sindrome ReERockeCR=R-IARSReIt-R

epiléptico.*

Consecuencias Sociales.

El comportamiento causado por algunas crisis epilépticas ha contribuido a

fomentar muchas supersticiones y prejuicios. Aunque Hipocrates en el afo 400
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AC vya sugirid que la epilepsia podia ser un desorden iniciado en el cerebro,

existen creencias vigentes respecto a su origen sobrenatural.

Los efectos sociales que esto

desencadena varian de acuerdo a los paises
y culturas, pero la discriminacién a los
enfermos de epilepsia es usualmente mas
dificil

misma. Por ejemplo: Seguln fa organizacion

de combatir que la enfermedad

Las crisis epilépticas severas

constituyen una experiencia
dramatica: la persona se puede
caer al piso inconsciente, gritar,
movimientos

babear, realizar

descontrolados y hasta perder el

mundial de la salud,* en Camertin se piensa [ReogigoiReCRER=IIL:]

que el atague epiléptico lo causa el demonio [RES[ls[clNs (IR - s[UIFN«[S[=RNs U] 7:

cuando invade el cuerpo de una persona; [RElglelRllalsidel=H el paciente

mientras que en Indonesia es considerada [Mg=lee]sirzR=1INols(eloilagll=In]doNol=]g0]

estad agotado y aturdido.?

un castigo propiciado por fuerzas oscuras.

En Nepal se asocia con debilidad y posesiéon demoniaca; y los testigos del
ataque epiléptico usualmente rocian agua sobre la frente de la persona o le hacen
oler un zapato de cuero. En Uganda, como en muchos otros paises, se piensa que
la epilepsia es transmitida a través de la saliva, por lo que no se permite a los
enfermos ir a restaurantes por miedo al contagio.*

Estos prejuicios y malas interpretaciones han influenciado en la legislacién
de ciertos paises.* Hasta 1956 en Estados Unidos se permitia la esterilizacion
eugénica a personas con epilepsia. Ademas en China e India era una razén
frecuente para prohibir o anular matrimonios. En Inglaterra se derogd la ley que
prohibia que las personas con epilepsia se casaran recién en 1970. En Estados
Unidos esta ley prevalecié hasta 1980 y en ese pais hasta 1970 era legal denegar

la entrada de epilépticos a restaurantes, teatros y edificios publicos.

Algunos numeros.

Considerada uno de los desérdenes cerebrales mas comunes, la epilepsia
afecta a aproximadamente 50 millones de personas en el mundo.’ Sin
restricciones geogréficas, raciales o sexuales, puede manifestarse a cualquier
edad aunque es mas frecuentemente diagnosticada en la infancia, la adolescencia
0 en la vejez.

Su incidencia es superior en paises en vias de desarrollo, debido a la
probabilidad de

consecuencia de

mayor experimentar dafio cerebral permanente como

algunas enfermedades, malnutricibn o complicaciones

prenatales.? Se estima que el 80% de los enfermos viven en estos paises.®
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En cuanto al tratamiento, se calcula que aproximadamente el 75% de los
pacientes diagnosticados pueden controlar las crisis epilépticas mediante el uso
de drogas antiepilépticas o técnicas quirtrgicas.” Sin embargo, las tres cuartas
partes de las personas enfermas no reciben el tratamiento adecuado por razones

econdmicas o sociales. 3

Causas de la epilepsia.

Las causas de la epilepsia estan relacionadas con la alteracion en el patréon
de actividad neuronal normal. Cualquier factor que perturbe el equilibrio entre la
actividad inhibitoria y excitatoria de estos circuitos puede ser responsable de una
crisis epiléptica. En aproximadamente la mitad de los casos se desconoce su
origen y se dice que estas son idiopaticas.?

No obstante, el resto de las crisis pueden relacionarse con problemas
identificables. Uno de los mas importantes son las anormalidades genéticas.! Se
cree que los genes influyen en el desarrollo de la enfermedad ya sea por la
anormalidad de un gen especifico o por la participaciéon de una cantidad mayor,
de acuerdo al tipo de trastorno. Algunos investigadores estiman que mas de 500
genes podrian intervenir en algunos casos; aunque se les atribuye un rol parcial
relacionado con un aumento en la predisposicidn de la persona a tener
convulsiones desencadenadas por factores ambientales.

Otras enfermedades asociadas al anormal funcionamiento del cerebro que

también son causas de epilepsia son tumores cerebrales, hidrocefalia, alcoholismo
y la enfermedad de Alzheimer. En menor medida pueden incluirse los accidentes
cerebro-vasculares, los ataques cardiacos y otras condiciones médicas que privan
de oxigeno al cerebro; asi como enfermedades infecciosas como la meningitis, el
SIDA, la encefalitis viral entre otras.
Deben  destacarse las  lesiones [RECEERCICRENCICRNNEIV] PR CINeC
prenatales (infecciones en Nl directamente epilepsia, pero es un
embarazo, malnutricion o carencia de [RCISEEUCIIClgNeC]sFANNe CRNeEEEllec e[S ETy
oxigeno), y con trastornos metabdlicos FRUCECUEERClIEsielecslelgolglytCICIrH
y del desarrollo, como paralisis G ocasionarla en personas que de
cerebral, neurofibromatosis, esclerosis [RALCERCINERIEERNCelltelCl RNpEleiilldc
tuberosa, sindrome de Landau-Kleffner [EEEle:IaiEplieE

y autismo como causas primarias de

las crisis epilépticas.?
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Otros desencadenantes externos son las lesiones cerebrales ocasionadas
por accidentes, la exposicibn a compuestos toéxicos como plomo, diéxido de

carbono o a sobredosis de farmacos como por ejemplo de antidepresivos.?

Tipos de crisis epilépticas.

Las crisis epilépticas se generan en la corteza cerebral, y de acuerdo a su
origen pueden clasificarse en dos grandes grupos:”® crisis parciales (o focales) y
crisis generalizadas. También suelen denominarse convulsiones parciales y
convulsiones generalizadas respectivamente. Las primeras se inician de manera
focal en un sitio cortical y las segundas abarcan ambos hemisferios desde un
principio. A su vez éstas se subdividen de acuerdo a las manifestaciones
conductuales en las crisis convulsivas, las cuales dependen de las funciones que
ejerza normalmente el sitio de la corteza afectado. En el esquema 2.1 se

representa esta clasificacion.

Tipos de
crisis
Simples
, |
Complejas Parciales
Toénico-
clénicas
generalizadas

Esquema 2.1. Clasificacion de las crisis epilépticas.

Una convulsion parcial simple dura aproximadamente 20 a 60 segundos y
se caracteriza por ia conservacion del estado de conciencia durante el episodio.

Una convulsién parcial compleja implica un trastorno del conocimiento que
dura aproximadamente de 30 segundos a 2 minutos donde se producen
conductas repetitivas (automatismos).

Tanto las convulsiones parciales simples como complejas pueden
evolucionar secundariamente hasta una convulsion tdnico-clénica generalizada.
En estos casos hay pérdida de conocimiento y los musculos del cuerpo se
contraen (contraccién tdnica). Luego le siguen periodos de contraccion y

relajacion muscular (convulsiones clénicas) que duran 1 o 2 minutos.
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En humanos las convulsiones parciales representan la forma de convulsién
predominante (cerca del 60%) y se considera que se deben principaimente a una
lesidn en alguna parte de la corteza y en mucha menor frecuencia se relacionan
con un origen genético.’

En las convulsiones generalizadas las causas suelen ser genéticas. Estas
se dividen en 3 tipos principales:’ crisis de ausencia, convulsiones mioclénicas y
convulsiones ténico-cldnicas. Las primeras consisten en pérdidas de conciencia
durante pequefios lapsos de tiempo (menores a 30 segundos) durante la cual la
persona interrumpe las actividades que estaba realizando. En las convulsiones
mioclonicas hay una contraccion muscular breve (alrededor de 1 segundo de
duracion) de tipo choque eléctrico. Por dltimo en las convulsiones ténico-clénicas
el comportamiento es similar al desencadenado en las convuisiones parciales que
desarrollan convulsidn toénico-clénica generalizada, excepto que no van
precedidas por una convulsién parcial.

En la figura 2.1 se muestra un grabado francés del siglo diecinueve, que
ilustra a un hombre sufriendo una convulsién. En esa época, a estos atagues se
les llamaba crisis de gran mal, una denominacién que ya no se utiliza y que ha

sido reemplazada por el término convulsién ténico-clénica.

Figura 2.1. Grabado del siglo diecinueve que ilustra una persona teniendo una convulsién.?

Asi como hay muchos tipos diferentes de crisis, también existen muchos
tipos diferentes de epilepsia. Una clasificacion distinta es aquella que especifica
los sindromes epilépticos, donde ademas de incluir el tipo de convulsion, se tiene
en cuenta {a causa, la edad de inicio y otros factores que describen ei trastorno
en su totalidad.

Se han identificado mas de 40 tipos de sindromes epilépticos,’ los cuales
pueden categorizarse a su vez como crisis parciales o generalizadas mencionadas

anteriormente.
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Diagnéstico.

No siempre es facil determinar si una persona tiene epilepsia, si bien la
ciencia médica posee diferentes medios para el diagnostico. Otros desérdenes
pueden causar sintomas que son parecidos a una crisis epiléptica y estos pueden
confundir, lo que hace necesario realizar una observaciéon cuidadosa y pruebas
intensivas para confirmar el diagnéstico.

Por otra parte, la precision en la identificacién de! tipo (o tipos) de crisis
epilépticas resulta clave para la eleccién del tratamiento a seguir, por lo que no
solo debe determinarse si el paciente tiene epilepsia sino de cual de ellas se trata.

Recién en las Gltimas décadas los cientificos han tenido la posibilidad de
observar directamente la estructura y la funcidén del cerebro en humanos vivos.
Esto ha sido gracias al desarrollo de instrumentos que actualmente se usan para
el diagndstico de la epilepsia, entre otras enfermedades.

La prueba diagndstica mas comun utilizada es el monitoreo por
electroencefalograma (EEG), donde se registran las ondas cerebrales que son

detectadas por los electrodos colocados en el cuero cabeliudo.?

Se observa frecuentemente que las NSRS glelo (o] SP=TINs ol s ETel=Igi ]!
personas con epilepsia tienen cambios en E=CHNeTa)dgoRNo[ TN F-[-NN2Y: SN gTe] =]
los patrones normales de sus ondas [EeeSCEEelf=ERENENIglaglslr=ea Nl
cerebrales (figura 2.2), aunque no estén eEIelCIale-RN (e [SE1IaalEIal (=N =agle]f=ly]
experimentando una convulsidon en ese Mo ERNETe =T -RN-1-0- Tk d{sTolNe
momento. Sin embargo pueden existir [RESESlellol R al{=1a)dr= TN - R o]=T g o] k:]
complicaciones en la deteccion: muchas ReUEEnER dada la diferente

personas que no tienen epilepsia también actividad cerebral durante el

presentan cierta actividad inusual en el EINSgloR

EEG.
Por otro lado, algunos pacientes muestran ondas cerebrales normales atn

después de haber tenido una crisis epiléptica, dado que en esos casos las ondas
anormales se generan a un nivel profundo en el cerebro donde el EEG no las
puede detectar.

Esto puede subsanarse mediante un estudio relacionado, el
magnetoencefalograma (MEG) que revela las senales magnéticas de las
neuronas, permitiendo detectar ondas que se originan mdas profundamente en el
cerebro, a donde el EEG no puede llegar. El MEG no necesita electrodos y
registra la actividad cerebral en diferentes puntos del cerebro a lo largo del

tiempo.
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Figura 2.2. Electroencefalograma de un paciente de 15 afos de edad. Se muestra espiga onda lenta,
poliespigas, 4-6 hz, correspondientes a una epilepsia mioclénica juvenil (imagen tomada del sitio web
http://www.epilepsia.com.mx/solomedicos).

Los estudios mediante imagenes cerebrales son otra herramienta muy
importante.? Entre ellos se destaca la tomografia computada (TC) y le resonancia
magnética (RM) que muestran la estructura del cerebro y sirven para identificar
tumores, quistes y otras anormalidades en forma no invasiva (figura 2.3). Por
otro lado se encuentra la tomografia por emisidon de positrones (TEP) y la
resonancia magnética funcional (RM funcional) que monitorean {a actividad

cerebral y pueden detectar irregularidades en su funcionamiento.

Figura 2.3. Resonancia magnética de un paciente con crisis temporales. Se observa una pequefia
lesién en la regién mas profunda del [6bulo temporal izquierdo (tomado del sitio web:
www.infodoctor.org).

La tomografia computada por emisiéon de fotén dnico (SPECT) se utiliza
para ubicar el origen de la convulsién en el cerebro (figura 2.4). Esta prueba mide
el flujo sanguineo cerebral. Para realizarla se inyecta en el brazo una sustancia
con muy poca radiactividad que cuando llega al cerebro nos indica como se
distribuye la sangre. El SPECT nos da una foto del flujo sanguineo del cerebro en
un momento determinado. Si se hace la inyeccién del marcador radioactivo
durante una crisis se ve que el foco epiléptico se "ilumina" y, por tanto, nos
permite localizarlo.

Deben incluirse ademas como herramientas para el diagnostico el analisis

detallado del historia! clinico, el cual debe ser lo mas especifico posible en cuanto
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a las caracteristicas y la duracién de las crisis epilépticas. También el médico
puede efectuar pruebas para testear las habilidades motoras, el comportamiento
y la capacidad intelectuai del paciente.

Resultan de rutina también el andlisis de sangre, que sirve para detectar
trastornos metabolicos o genéticos; asi como infecciones, intoxicacién por plomo,

anemia y diabetes que pueden ser causa de la crisis epiléptica.

Figura 2.4. Imagenes logradas por SPECT. La de la izquierda fue obtenida en un paciente
asintomatico. La de la derecha, en el mismo paciente durante una crisis. La region sefialada muestra
el foco epiléptico (tomado del sitio web: www.infodoctor.org).

Tratamiento.

Una vez diagnosticada, es importante comenzar a tratar la epilepsia lo
mas rapido posible. Las investigaciones han mostrado que los tratamientos
pueden ser menos exitosos una vez que las crisis y sus efectos se hayan
consolidado en el paciente.

Existen muchos tratamientos actualmente, por lo que alrededor del 80 %
de las personas afectadas pueden dominar sus ataques con el uso de
medicamentos o mediante la practica quirtrgica. Sin embargo, para el 20%
restante las practicas actuales resultan inutiles o insuficientes, dejando en claro la
necesidad de nuevas formas de tratar estas crisis.

Los medicamentos para evitar las convulsiones son tipicamente el primer
paso del tratamiento. No curan la epilepsia, pero en muchas personas evitan o
reducen las convulsiones. En la actualidad, el 70% de los pacientes son
controlados con este tipo de terapias.® Los anticonvulsivos pueden disminuir el
numero de ataques, y la droga recetada depende del tipo de crisis. No obstante,
debe tenerse en cuenta que la respuesta por parte del paciente es individual y
usualmente las dosis deben ajustarse repetidamente. Ademas, los efectos
secundarios de los compuestos administrados deben ser monitoreados, asi como

su nivel en sangre.
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Cuando los medicamentos no pueden controlar adecuadamente la
epilepsia, se evalla la posibilidad de una cirugia. Generalmente se considera esta
alternativa cuando se han probado sin éxito diferentes drogas. También se elige
si se ha localizado una lesidon cerebral, exceso de fluido o un tumor que se cree
causante de las crisis.

Por otra parte, si existe una causa subyacente (como por ejemplo una
infeccién), ésta se trata y se espera que esto evite la ocurrencia de las
convulsiones.

Los beneficios en el uso de una cirugia deben sopesarse cuidadosamente
con respecto a los riesgos, dado que no hay garantia absoluta de que este
tratamiento resuite exitoso en el control de los ataques y puede ocasionar
cambios cognitivos o de personalidad. Sin embargo los avances recientes en
tecnologias de diagndstico y quirdrgicas han contribuido al uso cada vez mas
frecuente de este tipo de técnicas. En el pasado los pacientes utilizaban
tratamientos farmacoclégicos durante muchos afos (o décadas) con malos
resultados antes de considerar la cirugia. Actualmente ésta se considera antes
(luego de uno o dos afios de administracion infructuosa de drogas), dado que
estudios han mostrado que los resultados son mas favorables cuanto antes se
practica.

Para decidir si un paciente es candidato a la cirugia debe considerarse el
tipo de crisis y la region involucrada. Se evita operar las areas del cerebro
implicadas en el habla, la audicidn, el lenguaje u otras habilidades importantes.

En cuanto al tipo de epilepsia, puede considerarse la cirugia cuando las
convulsiones se originan en sélo una parte del cerebro (convulsiones parciales),
cuando comienzan como crisis parciales antes de extenderse al resto del cerebro
o si la epilepsia es multifocal unilateral con hemiplejia infantil (tal como en el caso
de la encefalitis de Rasmussen).

Las técnicas quirlrgicas para tratar la epilepsia incluyen aquelias que
tratan condiciones subyacentes (tumores cerebrales o hidrocefalia), las que
extirpan el lugar de origen de la convulsion, o aquellas donde se realizan cortes
en las terminales nerviosas para evitar la extensiéon de los impulsos convulsivos
(llamadas Transeccion Subpial Mditiple y Callostomia). También existe la
Hemisferectomia, que consiste en la extraccion de la mitad de la capa externa del
cerebro. Se practica en niflos no mayores de 13 afios de edad dado que es un
procedimiento muy radical e implica una recuperaciéon completa, mas probable en

nifios pequefios.
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Aun cuando este tipo de operaciones detenga por completo las crisis
epilépticas, es importante que se sigan tomando medicamentos durante un cierto
tiempo, para darle tiempo al cerebro de readaptarse. Los médicos generalmente
recomiendan que se sigan tomando los medicamentos durante 2 afios después de
una cirugia exitosa, para evitar la ocurrencia de nuevas crisis.?

Otra alternativa es el implante quirurgico de dispositivos. El mas conocido
es aquel que evita las convulsiones mediante el envio al cerebro de impulsos
pequefios y regulares de energia eléctrica a través del nervio vago (un nervio
situado en el cuello). Este aparato, denominado estimulador del nervio vago,
funciona a pilas y se implanta quirargicamente bajo la piel del pecho en forma
similar a un marcapasos, conectandose con el nervio vago en la parte baja del
cuello. En general los pacientes disminuyen la frecuencia de las convulsiones con
el dispositivo, aunque su uso no los independiza de la medicacién y favorece
efectos secundarios leves (como ronquera, dolor de oidos, dolor de garganta o
nduseas). Otros dispositivos se encuentran en investigacién. Entre ellos podemos
mencionar la estimulacién magnética transcraneal (EMT), dque es un
procedimiento donde se intenta influir sobre la capacidad cerebral del paciente
mediante el uso de un poderoso campo magnético, generado por un iman ubicado
en la parte externa de la cabeza; o el disefio de un implante capaz de administrar
drogas en forma directa a partes especificas del cerebro.

Por otra parte, se ha mostrado que una dieta con alto contenido graso y
bajo contenido de proteinas y carbohidratos produce un cambio en la quimica del
organismo, dado que éste tiene que descomponer grasas en vez de carbohidratos
para sobrevivir (cetosis). La dieta cetogénica controla o disminuye la frecuencia
de las convulsiones en algunos nifios por lo que se utiliza en casos donde las
convulsiones no puedan controlarse con medicacién, o cuando existen efectos
colaterales negativos a raiz de las drogas administradas.

No se conoce al momento la manera en que se inhiben las crisis con este
tratamiento, aunque se cree que el pB-hidroxibutirato formado como subproducto
de la cetosis es uno de los responsables. Tampoco resuita claro si esta dieta
funciona para adultos. La alimentaciéon prolongada con tan alto contenido graso
propicia efectos secundarios relacionados con el retardo en el crecimiento y la
acumulacién de acido Urico en la sangre, lo que puede causar calculos renales.

Los avances médicos y de investigacion alcanzados en las Gitimas décadas
han contribuido a un mayor entendimiento de las convulsiones. El uso de nuevas
tecnologias en los estudios de imagenes cerebrales y otras técnicas ha permitido
diagnosticar con mayor precisién y, por lo tanto, encontrar mas rapidamente el

tratamiento adecuado. Una gran variedad de medicamentos y de técnicas
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quirurgicas se encuentran disponibles para controlar las crisis de una persona con
epilepsia.

Sin embargo, las técnicas de diagnostico y de tratamiento para combatir la
epilepsia pueden mejorarse. La investigacion actual se enfoca en avanzar en el
conocimiento de los mecanismos que generan las crisis epilépticas, cudl es la
mejor forma de tratarlas o prevenirlas y cémo influencian otras actividades
cerebrales.

Para promover el interés por el desarrolio de nuevas terapias, en Estados
Unidos se generdé un programa de analisis exploratorio a nivel preclinico de
drogas anticonvulsivantes (Anticonvulsant Screening Program o ASP) avalado por
el sector dedicado a la epilepsia del Instituto Nacional de Salud de Estados
Unidos (NINCDS-NIH) en Estados Unidos.?

Desde su inicio en 1975, se han creado mas de 390 asociaciones publico-
privadas que han permitido contar con los uitimos avances tecnoldgicos para el
anadlisis de mas 25.000 compuestos con el objeto de determinar su posible uso
como antiepilépticos. Como resultado de este esfuerzo se han desarrollado
medicamentos que tienen ahora aprobacion para su uso en los Estados Unidos y
de otros que se encuentran en la etapa de evaluacion clinica.”

Ademds, en el marco de este programa hay investigadores que se
encuentran disefiando y validando nuevos modelos para descubrir terapias que
intervengan en la enfermedad misma, asi como ensayos relacionados con la

epilepsia resistente o refractaria.

DROGAS ANTIEPILEPTICAS
Historia.

Los primeros medicamentos antiepilépticos eficaces fueron los bromuros,
en particular el bromuro de potasio, usado por Locock en 1857.1° Este médico
inglés se dio cuenta de que estos compuestos tenian un efecto sedante, y
parecian reducir el ndmero de las crisis en algunos pacientes. Aunque usados en
los siguientes 55 afios, se encontrd que causaban erupcidn y psicosis, factores
que promovieron la blsqueda de nuevas drogas.

En reemplazo, Hauptmann introdujo el fenobarbital (figura 2.5), el primer
compuesto organico sintético en el que se reconocié actividad anticonvulsiva, y

que marco el inicio de la historia moderna de las drogas antiepilépticas (AED) con
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su comercializaciéon en 1912.'* Este compuesto es menos tdxico y mas efectivo
que los bromuros, por lo que se convirtié en la droga de eleccién, prevaleciendo
su uso hasta la actualidad. Posteriormente se sintetizaron compuestos analogos al
fenobarbital, destacédndose el mefobarbital (figura 2.52), presente en el mercado

de EEUU desde 1935.12
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Figura 2.5. Estructura del primer compuesto orgdnico de origen sintético comercializado como
antiepiléptico (fenobarbital) y su derivado metilado (mefobarbital).

La accion anticonvulsiva tanto de los bromuros como del fengbarbital se
descubrid con la ayuda del azar, dado que en ese momento no se contaba con
modelos experimentales adecuados, capaces de testear la actividad antiepiléptica
de los compuestos.

En un descubrimiento de gran importancia, Merrit y Putnam idearon en
1937 una prueba de este tipo basada en una técnica de electroshock para
animales (ver capitulo 5 de actividad bioldgica).'? La confiabilidad y capacidad de
dar resultados cuantificables que ofrece este test demostré su viabilidad para la
evaluacién de nuevos compuestos en animales. Con este ensayo se evitd la
prueba directa en humanos de los farmacos, reservandose estas evaluaciones
s6lo con los que se muestran mas promisorias en los test previos. Esto trajo
aparejado ventajas principalmente relacionadas con el costo y los riesgos que
implica el estudio en personas.

Como resultado de la investigacién de Merrit y Puthnam, se encontré que la
fenitoina suprimia las convulsiones sin generar efectos sedantes, por lo que se
comercializd en 1938 (figura 2.6).'* La ausencia de efecto sedativo y su gran
capacidad para controlar las crisis epilépticas fueron los factores determinantes
para la tan rapida inclusion de esta droga en el mercado. Ademas, los
requerimientos regulatorios para la comercializacion no eran tan estrictos en ese
entonces: Por ejemplo, no se consideraban necesarias las pruebas de seguridad o

eficacia.'®
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Posterior a ese descubrimiento, la industria farmacéutica v las entidaaes
académicas encaminaron sus esfuerzos en la modificacién estructural de estos
compuestos activos, asi como en el desarrollo de nuevos modelos
experimentales de epilepsia. Es por eso que las estructuras quimicas de la mayor
parte de los medicamentos que aparecieron antes de 1965 guardan alguna
relacidon estructural con el fenobarbital y la fenitoina, es decir, son derivados de
hidantoinas, oxazolidindionas, succinimidas y acetil ureas.

Puede destacarse la trimetadiona (figura 2.6), analgésico reportado por su
capacidad anticonvulsiva en 1944 por Richards y Everett,'® particularmente por su
capacidad de evitar las convulsiones provocadas por el convulsivante quimico
pentilentetrazol (PTZ) en modelos animales. Detalles de este test se describiran

en el capitulo 5 de actividad biolégica.
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Figura 2.6. Estructuras de la fenitoina y la trimetadiona, compuestos activos en los modelos animales

de electroshock y PTZ respectivamente.

Asimismo, este compuesto resulta inactivo en la prueba de electroshock,®
mostrando una diferencia significativa en su accién anticonvulsiva respecto a los
medicamentos presentes en el mercado.

Dos afios mas tarde esta droga se convirtié en el primer medicamento
para las crisis de ausencias. Posteriormente, mediante el andlisis de
aproximadamente 65 fenilsuccinimidas frente al test de PTZ, se detectaron la
fensuccinimida y la mesuccinimida, aprobadas para el tratamiento de crisis de
ausencias en 1953 y 1957 respectivamente (figura 2.7).}’ Otro compuesto
relacionado, la etosuccimida, aparecié en 1960 con el mismo proposito (figura

2.7).12
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Figura 2.7. Estructura de medicamentos derivados de fenilsuccinimidas detectados por su actividad

frente al test de PTZ.

Nuevos derivados encontrados en este periodo son la mefenitoina, la
etotoina, el metharbital, la pirimidona y la parametadiona.'? Los dos primeros
son andlogos de la fenitoina, los dos siguientes del fenobarbital y e! dltimo de la
trimetadiona (figura 2.8). Todos presentan una actividad comparable a la del

compuesto de que derivan y se comercializaron para un uso similar.
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Figura 2.8. Estructura de medicamentos derivados de fenitoina, fenobarbital y trimetadiona.

Otras drogas como fetenilato, benzocloropropamida y aminoglutetimida se
introdujeron al mercado en esa época, pero fueron posteriormente retiradas
debido a su toxicidad demostrada a largo plazo.?

Luego de 1962, el ente regulatorio de los medicamentos de Estados
Unidos (FDA") se volvid mas estricto en cuanto a los requerimientos necesarios
para que una nueva droga sea incorporada al mercado. No solo se exigia
determinar la seguridad de una droga sino también su eficacia, previa a la
comercializacién.®

Este factor, junto con la opinion de los médicos de que las mejoras en los
tratamientos dependian exclusivamente de un mejor uso de las drogas ya
existentes, redujo considerablemente el interés de la industria por el desarrolio de
nuevos compuestos. El proceso de investigacion y desarrollo de nuevos AED

resultaba entonces muy costoso y poco redituable, teniendo en cuenta el

* FDA (Food and Drug Administration): organismo estadounidense encargado del control de alimentos
y drogas.

26



Epilepsia y Drogas Antiepilépticas

relativamente bajo volumen de ventas que tenia respecto a otro tipo de drogas de
accion en el SNC, como los tranquilizantes y sedantes-hipnéticos.

Como resultado de esta situacién, entre 1960 y 1974 un Unico
compuesto, el diazepan (figura 2.9), fue aprobado para el tratamiento de la
epilepsia. Otras drogas desarrolladas por la industria en esa época no lograron

ser certificadas por la FDA debido a la falta de pruebas de eficacia adecuadas.

H3C
3\

Diazepam

Figura 2.9. Estructura del diazepam, unico aprobado para su comercializacién entre 1960 y 1974.

Para revertir esta situacion, en 1968 el Instituto Nacional de Salud de
Estados Unidos (NINCDS-NIH) en Estados Unidos mediante su divisiéon dedicada a
la Epilepsia condujo los ensayos clinicos de siete drogas que necesitaban ser
sometidas a pruebas de eficacia para poder ser comercializadas. De estos analisis
surgen cuatro nuevas AED: la carbamazepina, el dcido valproico, el clorazepam y

el clorazepato dipotésico (figura 2.10).12
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Figura 2.10. Estructuras de los primeros medicamentos desarrollados mediante el apoyo de NINCDS-
NIH a la industria farmacéutica.

Esta politica no sdlo disminuyé los costos para la industria farmacéutica,
sino que permitid el desarrollo de una metodologia y una estandarizacién de las
evaluaciones. Entre los protocolos se incluyé formalmente en 1975 el programa
de ensayos preclinicos para el desarrollo de nuevas drogas (ASP) mencionado
anteriormente en el presente capitulo. Detalles de este programa se

puntualizardn en el capitulo 5 del presente trabajo.
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A modo de resumen, en la tabla 2.1 se enumeran las AED comercializadas
en Estados Unidos entre 1912 y 1981, denominadas “clasicas” para el tratamiento

de la epilepsia.

Aﬁ_o (_ie » Droga Nombr_e Compaﬁi.a
comercializacién comercial farmacéutica
1912 Fenobarbital Luminal WINTHROP
1935 Mefobarbital Mebaral WINTHROP
1938 Fenitoina Dilantin PARKE-DAVIS
1946 Trimetadiona Tridione ABBOTT
1947 Mefenitoina Mesantoin SANDOZ
1949 Parametadiona Paradione ABBOTT
1950 Fentenilato® Thiantoin LILLY
1951 Fenacemida Phenurone ABBOTT
1952 Metharbital® Gemonil ABBOTT
1952 Benzoclorpropamida Hibicon LEDERLE
1953 Fensuximida Milontin PARKE-DAVIS
1954 Primidona Mysoline AYERST
1957 Methsuximida Celontin PARKE-DAVIS
1957 Etotoina Peganone ABBOTT
1960 Aminoglutetimida® Elipten CIBA
1960 Etosuximida Zarontin PARKE-DAVIS
1968 Diazepam Valium ROCHE
1974 Carbamazepina Tegretol GEIGY
1975 Clonazepam Clonopin ROCHE
1978 Acido valproico Depakene ABBOTT
1981 Clorazepato dipotdsico® Tranxene ABBOTT

Tabla 2.1. Drogas antiepilépticas comercializadas en los Estados Unidos hasta fin de Jos afios 70.
Tomado de Porter y colaboradores'?. ° retirada del mercado. ® aprobada como droga auxiliar para el
tratamiento de la epilepsia.

Segunda generacion de drogas antiepilépticas.

Si bien en algunos casos las drogas clasicas contindan siendo de primera
eleccién para el tratamiento de ciertas crisis epilépticas, la necesidad de nuevos
compuestos continla hoy dada la incapacidad de las terapias disponibles para
controlar el 20% de las convulsiones.? Ademas, los efectos secundarios
subyacentes de las AED clasicas pueden ser leves, pero muchas veces tienen
serias implicancias, agravadas por la necesidad del uso prolongado del
medicamento. Entre los mdas comunes se encuentran: ataxia, diplopia,

embotamiento, erupciones cutdneas, discrasias sanguineas, y hepatotoxicidad.?
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Luego de la introduccion del acido valproico y de las benzodiacepinas, y aun
con el impulso otorgado por el NINCDS-NIH; tuvo lugar otra pausa en el
desarrollo de nuevos medicamentos que se prolongd hasta 1993. A partir de ese
afio varios compuestos fueron aprobados, marcando el comienzo de una nueva
serie de AED, denominadas de segunda generacion.

Este conjunto incluye drogas como gabapentin, felbamato, oxcarbazepina,
lamotrigina, levetiracetam, tiagabina, topiramato, vigabatrin y zonisamida.?°
Estos compuestos son utilizados actualmente por aproximadamente el 16% de los
pacientes que reciben un tratamiento con drogas antiepilépticas.??

La estructura quimica de estas AED se muestra en la figura 2.11. Se
observa que la mayoria de las moléculas son estructuralmente novedosas, sin
derivar de la modificacion estructural de una droga preexistente. Esta
singularidad sugiere la posibilidad de que los mecanismos a nivel molecular y
celular por el cual actian sean diferentes entre si, 1o que los hace efectivos en

diferentes tipos de terapia.
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Figura 2.11. Estructuras de los antiepilépticos de segunda generacion.

Felbamato, lamotrigina, gabapentin, topiramato y tiagabina se usan en
tratamientos auxiliares de convulsiones parciales, refractarias a otros
anticonvulsivos en tratamientos con una sola droga. A su vez, los dos primeros
también estan aprobados para terapia como Unica droga®®.

En general los nuevos medicamentos han ocasionado un avance
significativo en el tratamiento de la epilepsia. Compuestos como gabapentin,

lamotrigina y oxcarbazepina poseen efectividad similar pero mejor tolerancia que
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las AED cldsicas como fenitoina y carbamacepina. Ademas gabapentin,
levitiracetam, y tiagabina poseen una mejor farmacocinética, y en general estas
nuevas drogas presentan menos efectos secundarios que las clasicas.

Una salvedad debe hacerse en este punto con el felbamato, que se usa
debido al riesgo de anemia apldstica fatal o
hepatotoxicidad que resulto de su uso crénico.??

Del tipo de crisis epiléptica depende el farmaco que se elija para el

tratamiento. En la tabla 2.2 se ofrece una clasificacion de las drogas usadas de

s6lo en casos complejos,

acuerdo al tipo de convulsion.

Anticonvulsivos de

Tipo de Convulsién

Parciales simples

Parciales
Complejas

Convulsiones
Parciales

Ténico-Clonicas

generalizadas

Crisis de ausencia

Convulsiones
mioclonicas

Convulisiones
Generalizadas

Convulsiones
Tonico-Clénicas

Anticonvulsivos clasicos

Carbamazepina, Fenitoina,
Valproato

Carbamazepina, Fenitoina,
Valproato

Carbamazepina, Fenitoina,
Valproato, Fenobarbital,
Pirimidona

Etosuximida, Valproato

Valproato

Carbamazepina, Fenitoina,
Valproato, Fenobarbital,

segunda generacion

Gabapentin, Lamotrigina
Levetiracetam, Tiagabina,
Topiramato, Zonizamida

Gabapentin, Lamotrigina
Levetiracetam, Tiagabina,
Topiramato, Zonizamida

Gabapentin, Lamotrigina
Levetiracetam, Tiagabina,
Topiramato, Zonizamida

Lamotrigina

Lamotrigina, Topiramato

Lamotrigina, Topiramato

Pirimidona

Tabla 2.2. Clasificacion de las drogas utilizadas segtn el tipo de convulsiones epilépticas. Tomado de

McNamara, 1. 0.7

Drogas en desarrollo.

Como se ha comentado a lo largo de este trabajo, el tratamiento mas
utilizado para combatir la epilepsia son los medicamentos. Ademas de otras
consideraciones, se espera que los compuestos administrados inhiban rapida y
completamente las crisis epilépticas. Conjuntamente deben presentar una accién
prolongada con alta tolerancia y efectividad, sin mostrar efectos secundarios. Un
largo camino se ha recorrido en la busqueda de este tipo de compuestos y

continlia hasta la actualidad.
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El progreso en el descubrimiento de nuevos compuestos se reporta en
resimenes de las conferencias sobre drogas antiepilépticas denominadas EILAT
(por la ciudad israeli donde se realizaban inicialmente).?%?32® En estos
documentos se compila en forma detallada la informacidn sobre nuevas AEDs en
diferentes etapas de desarrollo; asi como nuevos estudios relacionados con
compuestos recientemente incluidos en el mercado.

Segun el dltimo reporte (EILAT VII),?° las drogas mas promisorias que se
encuentran en desarrollo son: atipamezol, BIA-2-093, fluorofelbamato, NPS 1776,
pregabalin, retigabina, safinamida, SPM 927, stiripentol, talampanel, UCB34714 y

valrocemida. En la figura 2.12 se presentan las estructuras de estos compuestos.
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Figura 2.12. Estructuras de los antiepilépticos en desarrollo segun el dltimo EILAT.?°
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MECANISMOS DE ACCION DE LAS DROGAS ANTIEPILEPTICAS

Al presente no existen drogas que actten previniendo la formacion de
focos convulsivos, sino que los compuestos disponibles parecen actuar
principalmente suprimiendo o evitando la propagacion de una crisis epiléptica.
Esto puede suceder a partir de diversos procesos, a veces simultaneos.

Los mecanismos de accion de las AED no son completamente conocidos.
Sin embargo, estudios relativamente recientes de neurotransmisores y receptores
especificos sirvieron para definir los principales modos de accién farmacoldgica de
las AED.

Los modelos utilizados para el anélisis del mecanismo de accién de las
drogas son diferentes a los usados para identificar nuevos agentes antiepilépticos.
Mientras la epilepsia debe ser estudiada in-vivo, el estudio del modo en que se
produce la accidn antiepiléptica requiere ensayos in-vitro. Estos Ultimos presentan
la ventaja de poder controlar la concentracién de la droga en forma precisa, y se
evitan las complicaciones relacionadas con los cambios metabdlicos y con la
localizacion en el sitio de accién.

La influencia de las AED sobre la conductancia idénica se ha estudiado
principalmente en cultivos neuronales. Actualmente, el uso de la técnica de
patch-clamp ha permitido analizar los efectos de las AED sobre las propiedades
cinéticas en canales i6nicos.”’” La respuesta de las membranas a
neurotransmisores y su modificacidn por la presencia de AED puede estudiarse en
cultivos celulares y organotipicos.?”

Los mecanismos propuestos involucran la habilidad de una droga de
modelar la neurotransmicién exitatoria e inhibitoria. Esto puede suceder
mediante un efecto sobre los canales idnicos, o sobre los receptores y

metabolismo de los neurotransmisores.’
Canales idnicos.

Los canales idnicos son enzimas que atraviesan la membrana plasmatica,
y que catalizan la difusion selectiva y pasiva de iones. Estas proteinas forman
poros que sufren cambios conformacionales rapidos entre estados cerrados, no
permeables y abiertos. En esta ultima conformacion es que seleccionan y dejan
pasar iones antes de volver a cerrarse.

Ei funcionamiento andmalo de canales da lugar a patologias del sistema
nervioso central, entre las que se encuentra la epilepsia. Es por ello que uno de

los objetivos en el desarrollo de nuevas AED es encontrar compuestos que modulen
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selectivamente la regulacién id6nica de la excitabilidad neuronal. Esto fue posible
luego del descubrimiento y caracterizacion, aunque incompleta, de estos canales.?’

Los canales catiénicos dependientes del voltaje son una superfamilia de este
tipo de proteinas de membrana excitables. Existe evidencia de que algunos
agentes anticonvulsivos interactdan con los canales de Na*, K* y Ca*2, mediante

su unién a sitios receptores ubicados en sus subunidades.?®
Canales de sodio.

Los canales de sodio son responsables de la propagacién de los potenciales
de accién en las fibras mielinizadas y no mielinizadas.?® Los tres estados
conformacionales de estos canales se denominan activos, de reposo e inactivo.
Cada uno de ellos es capaz de conducir una sefial eléctrica y de permitir una
permeabilidad diferente (o ninguna) de los iones Na*.3°

En general, luego de gue una membrana se despolariza aumenta la
permeabilidad a los iones Na* y estos entran a la célula, que luego retorna a su
estado normal. %

Los analisis electrofisiolégicos de neuronas individuales durante una crisis
convulsiva parcial muestran que las neuronas presentan despolarizacién y
potenciales de accidén de activacion a frecuencias altas. Este comportamiento es
caracteristico de las convulsiones vy es infrecuente durante la actividad neuronal
fisiolégica.” Por tanto, se esperaria que una inhibicion selectiva de este modelo
de activacion redujera las convulsiones. Se cree que esto se produce mediante un
decremento de la capacidad de los canales de Na* de recuperarse de dicha
activacion.” Esto es, se requiere la abertura desencadenada por la despolarizacion
de los canales de Na' en la membrana axoniana de una neurona para que se
origine un potencial de accién.

Después de esa abertura los canales se cierran de modo espontaneo
(inactivacién). Se piensa que esta inactivacion da origen a un periodo refractario
durante el cual es imposible evocar otro potencial.

Luego de este lapso los canales de Na* quedan de nuevo preparados para
participar en otro potencial de accién. El decremento de la velocidad de
recuperacion limitaria la capacidad de una neurona para activar a frecuencias
altas, efecto que tal vez sea la base de la accidon de la carbamazepina,
lamotrigina, fenitoina, topiramato, acido valproico y zonisamida (figura 2.10).” En
cuanto al sitio de accidn de este tipo de anticonvulsivos, se postula que se

encuentra en el lado intracelular del canal (figura 2.10).
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Abierto Inactivado

Na* Na*

Carbamecapina Lamotrigina
Fenitoina Valproato
Lamorigina Zonisamida

Figura 2.10. Inactivacion del canal de Na* intensificado por el anticonvulsivo, que reduce la capacidad
de las neuronas para efectuar activacién a frecuencias altas. A: compuerta de activacion. I:
compuerta de inactivacién (tomado de McNamara, J. O.7)

Canales de calcio.

Una propiedad intrinseca de las neuronas taldmicas es una forma
particular de corriente de Ca*? regulada por voltaje, la corriente de umbral bajo
(corriente T).3! El mecanismo principal por medio del cual parece actuar la mayor
parte de los farmacos usados en la crisis de ausencias (etosuximida, &acido

valproico, trimetadiona) es la inhibicién de esta corriente T (figura 2.11).”

Ca+2
Valproato Etosuximida

o

RS X

]
I

Figura 2.11. Reduccién de la corriente por los canales de Ca*? del tipo T inducida por los
anticonvulsivos (tomado de McNamara, J. 0.7).

Canales de potasio.

Se cree que la activacion de los canales de K* hiperpolarizan las neuronas

y por lo tanto las inhiben. Se han desarrollado drogas selectivas para este tipo de
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canales, pero no fueron exitosas debido a su incapacidad de atravesar la parrere

hematoencefalica.3?
Neurotransmisores excitatorios.

Los aminoacidos glutamato y aspartato son considerados los principales
neurotransmisores excitatorios presentes en el sistema nervioso central de los
mamiferos.3® Los receptores de los aminodcidos excitatorios se clasifican
usualmente en base a los agonistas selectivos para cada uno. De este modo se
identificaron 5 subtipos de receptores, donde los tres mds importantes se
clasifican como receptores del N-metil-D-aspartato (NMDA), del acido a-amino-3-
hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico (AMPA), y kainato.*3"3’

Cada uno de estos tres subtipos son canales idnicos regulados por ligando y
probablemente estan acoplados a un canal cationico que se abre en respuesta a la
unién de agonistas, lo cual despolariza a la célula. Sin embargo, el compiejo
receptor-canal NMDA posee un conjunto de caracteristicas Unicas que lo distinguen
de los otros subtipos.®* Este receptor consta de un sitio de unién de glutamato y
uno para el co-agonista glicina, debiendo estar ambos sitios ocupados para que se
produzca la apertura del canal. De este modo se permite el pasaje de Ca*? y Na*
hacia el interior de la célula y de K* hacia el exterior.3!

Los antagonistas del receptor NMDA, tanto competitivos como no
competitivos, han demostrado ser efectivos como anticonvulsivos en varios
modelos animales de epilepsia.®® AED como fenitoina, carbamazepina y &cido
valproico bloquean en cierta medida las respuestas mediadas por el NMDA.3%%

En la practica, el desarrollo de antagonistas de este receptor con el objeto
de encontrar nuevas AED no ha resultado tan exitoso como se esperaba, debido a

los efectos adversos encontrados en los compuestos disefiados. °

Procesos de inhibicion sinaptica.

El acido y-aminobutirico (GABA) es el principal neurotransmisor inhibitorio,
el cual se forma en el cerebro por decarboxilacion del glutamato.*! El incremento
de la inhibicién sinaptica mediada por el GABA reduce la excitabilidad neuronal y
eleva el umbral convulsivo.’

Se supone entonces que los diversos farmacos bloquean las convulsiones al
regular la inhibicién sinaptica mediada por GABA a través de una actividad en
distintos sitios de la sinapsis. Compuestos como barbituratos, benzodiacepinas y el

acido valproico parecen mostrar este mecanismo de accion (figura 2.12).%
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Vigabatrin GABA

GABA-Tl

Semialdehido succinico

Tiagabina o3

wﬂ metabolitos

v

Valproato

|

GABA

Sitio de reconocimiento

Benzodiacepinas  9¢! GABA Barbituricos

Figura 2.12. Transmicién sinaptica incrementada del GABA. En presencia del GABA el receptor GABA4
(estructura del lado izquierdo) se abre, lo cual permite la entrada de Cf. Algunas AED actuan

mediante la reduccién del metabolismo del GABA, otros a nivel del receptor GABA,. GABA-T . GABA
transaminasa, GAT-1: transportador de GABA, DSS: deshidrogenasa succinica de semialdehido
(tomado de McNamara, J. O.).”

La glutamato decarboxilasa (GAD) es la enzima que cataliza la sintesis de
GABA en las neuronas gabaérgicas a partir de glutamato.® Se sabe que una de las
acciones del acido valproico es la de aumentar los niveles de GABA mediante el
incremento de la actividad de la enzima GAD.*

El GABA actlla mediante sitios en receptores postsinapticos, los cuales
regulan los canales CI' de membrana. El principal receptor denominado GABA,
inhibe a la célula postsindptica mediante un incremento en el flujo de iones CI’
hacia el interior de la célula. Las benzodiacepinas y los barbitlricos pueden
intensificar esta inhibicién.” Ese mecanismo tal vez sea la base de la eficacia de
estos compuestos contra convulsiones parciales y tonicoclénicas (figura 2.12).

Un farmaco de segunda generacién, el y-vinil GABA (vigabatrin) parece
actuar mediante la inhibicion irreversible de una enzima que degrada el GABA
(GABA transaminasa o GABA-T), originando mayor cantidad de GABA disponibles
para la descarga sinaptica. La tiagabina, en cambio, inhibe un transportador de
GABA (GAT-1), y reduce la captacion neuronal y glial del mismo (figura 2.12).” La
gabapentina tiene al nivel presinaptico el efecto de promover la descarga de GABA;
en la actualidad se investiga su objetivo molecular.

En la tabla 2.3 se enumeran algunos fdrmacos clasicos y de nueva

generaciéon de acuerdo a sus mecanismos de accién. En muchos casos las drogas
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poseen varios procesos involucrados simultdneamente en la respuesta biolégica,

jo gue dificulta su clasificacidon es este sentido.

Mecanismo de accién propuesto Anticonvulsivos Anticonvulsivos de

clasicos  segunda generacién
Bloqueo de los canales de fenitoina felbamato
Na* voltaje-dependientes carbamazepina gabapentin
valproato lamotrigina
topiramato
oxcarbazepina
S zonisamida
Incremento de la inhibicion benzodiazepinas vigabatrin
mediada por GABA fenobarbital tiagabina
valproato (?) gabapentin
felbamato
topiramato
- zonisamida
Blogueo de los canales de etosuximida gabapentin
Ca*™ voltaje-dependientes valproato (?) zonisamida
felbamato
lamotrigina
oxcarbazepina
Disminucién de la excitacion felbamato
mediada por glutamato topiramato

Tabla 2.3. Clasificacién de las AEDS segiin su mecanismo de accién (tomado de White H. S.)°
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CAPITULO 3

DISENO RACIONAL DE NUEVAS DROGAS CON ACCION
ANTICONVULSIVA

Disefio racional de farmacos.

El disefio racional de farmacos es un conjunto de métodos orientados al
descubrimiento de nuevas drogas (estructuras) que se basa en el conocimiento a
nivel molecular de los procesos bioquimicos que median el proceso patolégico.

Como se ha expresado anteriormente, el desarrollo de tecnologias tales
como la gendémica y la informatica han sido de gran importancia para el avance
de este campo de investigacion. En particular, estos han impulsado metodologias
gue se fundamentan en el estudio del sitio activo a nivel atémico. De este modo,
empleando técnicas directas o indirectas (figura 3.1) puede obtenerse
informacién sobre las caracteristicas del ambiente quimico en el sitio de union

creado por el receptor:
Complejo L-R

Técnicas Técnicas
directas indirectas
™ /\/\ « l R YL é L—Q

Sitio activo Farmacéforo

@Nuevos ligandos @

Figura 3.1. Esquema general de la secuencia de pasos en las técnicas directas e indirectas. R:

Receptor, L: ligando.
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Técnicas directas: Parten del conocimiento del receptor derivado de la
informacion estructural de la proteina, de porciones proteicas o incluso del
complejo ligando-receptor (por medio de rayos X, NMR, modelado molecular,
etc.).

Técnicas indirectas: En ausencia de informaciéon estructural del receptor,
se consideran los distintos ligandos que dan el mismo tipo de respuesta biolégica,
pudiendo inferirse que se unen al mismo sitio de unién. Con esta informacion se
pueden proponer las minimas caracteristicas estructurales y electrdnicas
comunes que permiten interaccionar con el sitio activo. Esta técnica, para ser

eficiente, debe contar con un nimero suficiente de ligandos.

Patron farmacoforico.

Uno de los métodos indirectos mas utilizados es la determinacion del
patrén farmacoférico o farmacéforo vinculado a una actividad dada. Este esta
definido por el conjunto de grupos funcionales o porciones moleculares y su
posicién relativa en el espacio, los cuales determinan los requerimientos
necesarios para la interaccion con el sito de union, representables por medio de
un mapeo tridimensional.

La principal dificultad en la identificacion del farmacéforo se asocia a
encontrar las porciones comunes de los ligandos, especialmente cuando se
analiza un conjunto de compuestos estructuralmente disimiles. Este mapa
tridimensional caracteristico para una actividad bioldgica surge generalmente de
la superposicién grafica o analitica de las conformaciones activas de las moléculas
gue poseen una misma respuesta bioldogica y la posterior identificacion de
porciones comunes. En general la superposicién no es exacta y se definen
regiones en el espacio asociadas a un grupo importante.?

La naturaleza tridimensional de la interaccién requiere un exhaustivo
analisis conformacional, a fin de conocer la conformacion que adoptan los
ligandos en el sitio de unidon denominada conformacion bioactiva. Por otro lado,
el concepto de similitud no debe limitarse a igualdad de atomos o grupos
funcionales, sino que debe referirse a las propiedades electronicas y/o
estructurales en el espacio. En este contexto, un atomo de azufre en una
molécula puede ser considerado similar a un atomo de carbono de otra, por
presentar semejante electrofilia. Del mismo modo, los atomos de nitrégeno de
dos compuestos pueden considerarse diferentes en el caso en que uno actla
como nucledfilo y otro como electrdéfilo, ya que estos influyen de distinta manera

en la actividad comparada
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La identificacion det farmacéforo provee el punto de partida para el disefio
de otras moléculas con actividad bioldgica semejante. Por otro lado, su
conocimiento permite inferir propiedades del sitio activo, considerando que seran
complementarios en cuanto a la forma y a la distribucién de cargas.

Muchos farmacos poseen estructuras flexibles y pueden acceder a
diferentes conformaciones sin mayor costo energético. Es por esto que para la
definicion se incluyen en el conjunto compuestos activos que poseen una rigidez
estructural tal que presentan una sola conformacion posible. Estas moléculas se
denominan analogos rigidos y son de utilidad para la definicion del farmacéforo
porque aumentan la precision del modelo. Los compuestos flexibles pueden
adoptar la conformacion definida por el andlogo rigido, de modo que los puntos
importantes para la definicion del farmacéforo se ubiquen en la misma posicion
relativa.

Si no se cuenta con este tipo de andlogo en el conjunto, pueden
superponerse diferentes compuestos que posean rigidez parcial en su estructura,
de forma de generar el analogo rigido por la superposicién de estas porciones.

Cuando no se conocen estructuras rigidas de ligandos que se unan a un
receptor, se hace una blsqueda de las conformaciones éptimas; o se incluyen en
principio todas las conformaciones posibles. Luego se hace un mapeo de las
mismas y se resuelve graficamente cuales son las conformaciones accesibles para

la determinacion del farmacéforo.?
Analisis QSAR.

La identificacidon del farmacoforo define la primer etapa de disefio, pero no
da una idea cuantitativa de la variacion de actividad asociada a una modificacién
dada. Este dato cuantitativo se logra mediante un andlisis QSAR " (Relaciones
Estructura-Actividad Cuantitativas).

El andlisis QSAR es una aproximacion “in-silico” (mediante calculos
computacionales) basada en un tratamiento estadistico que relaciona, mediante
algoritmos matematicos, a la actividad bioldgica con pardmetros estructurales y/o
electronicos de los ligandos (descriptores). El tratamiento puede considerar las
propiedades de la molécula (ligando) completa® pero gana en poder de
descripcion si el anadlisis se centra en la comparaciéon cuantitativa de las
propiedades de la porcidn farmacoférica. En una forma u otra la etapa inicial se
centra en la construccidon del conjunto de compuestos de actividad bioldgica

conocida. De acuerdo a los resultados de este estudio pueden deducirse qué

' Quantitative Structure Activity Relationships: Relaciones Estructura-Actividad Cuantitativas.
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propiedades o caracteristicas resultan clave para la actividad. Con esto pueden
disefiarse, sintetizarse y ensayarse nuevas estructuras, logrando nuevos
compuestos activos.

Los métodos QSAR fueron aplicados inicialmente a compuestos
congéneres, (moléculas que poseen un esqueleto comun), con el fin de optimizar
la actividad biolégica mediante variaciones en los sustituyentes.* La idea original
fue desarrollada por Corwin Hansch, quien demostrd que existe una correlacion
linea! entre términos relacionados con la energia libre de unién ligando-receptor y
la actividad biolégica.”® A partir de este modelo extratermodindmico pueden
expresarse constantes de inhibicién, de afinidad u otros términos cuantificadores
de la actividad biologica en funcién de descriptores. Estos ultimos pueden ser
pardmetros fisicoquimicos, como lipofilicidad, refractividad molar; y/o términos
electrénicos o estéricos, los cuales pueden obtenerse tanto en forma experimental
como tedrica. En forma independiente pero simultanea, Free y Wilson
desarrollaron un modelo matematico estructura-actividad basado en el concepto
de aditividad estructural.® Consideraron que la contribucion a la actividad de los
sustituyentes en una molécula es aditiva y que cada grupo aporta un valor
determinado e independiente de la presencia de otros, el cual no se expresa
mediante descriptores fisicoquimicos, sino estructurales. Los sustituyentes se
codifican como presentes o ausentes (mediante 1 o 0 respectivamente)
asignandosele a éste la actividad bioldgica experimental. La solucion de la matriz
obtenida, una ecuaciéon de regresion lineal multiparamétrica, permite expresar la
actividad bioldgica del conjunto de compuestos, en términos de contribuciones de
los sustituyentes.

Estas ideas originales dieron lugar a diferentes formas de interpretar la
influencia de la estructura quimica en la actividad bioldgica, llevando al desarrollo
de numerosas modelos. Los distintos métodos se clasifican de acuerdo a las
caracteristicas de los descriptores.”*3

Las aproximaciones desarroliadas inicialmente se denominan metodologias
2D-QSAR dado que, como ya se ha dicho, dan como resultado una ecuacién
matematica que relaciona cuantitativamente pardmetros estructurales con la
actividad bioldgica, asignada a la molécula como un todo. Sin embargo, el disefio
de una nueva molécula en base a los resultados 2D-QSAR requiere un importante
conocimiento de fisicoguimica organica; dado que la interpretacion de los
resultados no incluye un anélisis de las interacciones espaciales que estan
ocurriendo entre el ligando y el sitio activo.

Esta limitacion esta superada en los modelos 3D-QSAR, donde se tienen

en cuenta la forma de la molécula y se incorpora el analisis conformacional para
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la identificacién de la conformacion activa.'* La consideracién previa de las
caracteristicas conformacionales del farmacoforo define ya una aproximacién 3D-
QSAR. Recientemente se han reportado analisis 4D-QSAR donde se tiene en
cuenta un conjunto de conformaciones, orientaciones y estados de protonacién

posibles para cada molécula, llegando a postularse modelos 6D.*°
Analisis 3D-QSAR: COMFA

Los procedimientos de QSAR tridimensionales han ganado importancia en
el disefio racional de nuevas drogas. El método mds usado es el analisis
comparativo de campos moleculares (CoMFA"). Desde su inicio, relativamente
cercano,*® este tipo de estudios ha constituido una herramienta muy poderosa por
la calidad de la informacion obtenida.

Los descriptores CoOMFA se encuentran asociados a campos estéricos y
electrostaticos generados por las moléculas y se independizan asi de pardmetros
relacionados con la identidad de los atomos. Por lo tanto, en este estudio, el
concepto de similaridad se utiliza en un sentido amplio, no restringido a
compuestos que compartan el mismo tipo de atomos. Se comparan, por el
contrario, los espacios comunes de los atomos que constituyen los ligandos. Esta

metodologia se basa en dos observaciones:'®

(1) A nivel molecutar, las interacciones que usualmente producen un
efecto bioldgico observable son del tipo no covaiente.

(2) Las interacciones no covalentes generadas por campos de fuerza
estéricos y electrostaticos son suficientes para describir adecuadamente

una gran variedad de propiedades moleculares.'’

Mediante el analisis de estas interacciones en el entorno de cada molécula
perteneciente al conjunto de estudio, es posible obtener la informacién necesaria
para la interpretaciéon de la propiedad biolégica: Las diferencias de actividad se
relacionan con las diferencias en la forma de los campos de fuerza asociados a
las moléculas.

Para cuantificar estas diferencias, las magnitudes del campo estérico (Van
der Waals del tipo 6-12) y electrostatico (Coulombico) son muestreadas en
intervalos regulares (usualmente de 2 A). Los puntos del intervalo estan

determinados por las intersecciones de una grilla que atraviesa una region del

" Del ingles : Comparative Molecular Field Analysis
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espacio que contiene a una molécula. Esto se mide para cada compuesto del
conjunto y se tabuia.

En la tabla resultante, cada fila caracteriza a una molécuia, mientras que
cada columna representa a un descriptor. Este tiene magnitud de campo eléctrico
o estérico, y representa el campo ejercido por los atomos de las moléculas
tabuladas, sobre un dtomo de prueba localizado en un punto de la grilla en este
espacio cartesiano. En general se utiliza un atomo de carbono sp® con carga +1y
radio de Van der Waals de 1.52 A (figura 3.2). En el calculo se establece una cota
superior de energia generalmente de 30Kcal/mol. Esto significa que los valores
de energia estérica o electréonica mayores son truncados a este valor y de esa
forma se evitan valores de energia tendiendo a infinito en el interior de la

molécula.

FOLATION J/

Burmy » &5 5007 =6 S
¥ « 25

98

Figura 3.2. Representacién esqueméatica del procedimiento CoMFA. Tomado Bunce y colaboradores.’®

El éxito de CoMFA se debe, en gran parte, a la utilizacion del método
Partial Least Squares (PLS) para el tratamiento de los datos.!® Esta técnica es
capaz de describir o predecir diferencias en los valores de una o mas columnas de
una tabla (la/s variable/s dependiente/s) a partir de las diferencias en los valores
de las otras columnas (descriptores). PLS es una extension del método de
regresién multiple tradicional, capaz de generar ecuaciones lineales robustas a
partir de una tabla con mds columnas que filas. Ademas implementa el
tratamiento de los resultados mediante graficos moleculares, lo que resulta muy

Gtil para este tipo de analisis: la ecuacién QSAR, con cientos o miles de términos,
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se representa mediante un mapa de contorno tridimensional para facilitar la
interpretacién.

En contraste con la estadistica cldsica, donde se espera que los datos
asuman una cierta distribucion, en CoMFA se usa una validacion cruzada en
conjunciéon con PLS.*® Se trata de una herramienta que nos permite discernir si
existe una dependencia real entre los descriptores y la actividad o si solo se trata
de un mero ajuste numérico. En la validacién cruzada se llega a una ecuacién
QSAR tomando un subconjunto de compuestos y se predice con esa ecuacion la
actividad biolégica de los compuestos no incluidos. En particular, puede usarse el
procedimiento leave-one-out (LOO), donde se reconstruye el modelo PLS
omitiendo un compuesto del conjunto por vez, en forma tanto sistematica como
al azar, y se compara el dato predicho para el compuesto por este modelo con el
dato real. Esto se repite hasta que cada dato haya sido omitido una vez. Para
acelerar los célculos se determina un filtro que solo considera valores de la
energia de los descriptores estéricos y electrénicos mayores a 2 kcal/mol. La
calidad de este modelo se puede expresar mediante el coeficiente de correlaciéon

de la validacion cruzada (g°):

donde y; e ¥, son las actividades observadas y predichas respectivamente,
mientras que ¥ corresponde al valor promedio de actividad de los compuestos del
conjunto. Este valor es un equivalente estadistico de r* y puede ser considerado
como una medida del poder predictivo de la ecuacion de regresién: cuanto mayor
es g%, mayor capacidad predictiva tiene el modelo. Mientras r’ puede aumentarse
“artificialmente” mediante la adiciéon de mas descriptores, el valor de q? decrece si
esta sobreparametrizado, de alli el valor de este coeficiente. Se acepta un valor
g’= 0,5 o mayor; dado que g?=1 corresponde a prediccién perfecta, y q°=0
indica que la capacidad predictiva no difiere de la resultante de no usar modelo
alguno.

Mediante el procedimiento LOO se determina la mejor correlacién (mayor
g?) y se establece el nimero optimo de componentes para la ecuacion QSAR. De
esta manera los primeros componentes que se incluyen en la ecuacién pueden
mostrar una relaciéon QSAR consistente entre la actividad y los descriptores pero,
eventualmente, un nimero mayor de datos no aporta claridad al modelo. Este

numero optimo es empleado en el modelo QSAR final, el cual se calcula sin
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validaciéon; arrojando los parametros finales del modelo entre [os cuales se
destaca el coeficiente de correlacién r?.

Por tratarse de modelos en un espacio 3D, son muchos los parametros que
pueden ser ajustables en CoMFA, pero sin dudas el mas importante es el
relacionado con la etapa inicial: la disposicion relativa de las moléculas en la
grilla. Como en otros estudios 3D-QSAR, la conformacién y el alineamiento
molecular afectan directamente los resultados CoMFA vy, por lo tanto, al éxito del
modelo.

El requerimiento de alineacién implica analizar las moléculas en su
conformacion bioactiva, informacién que no siempre es accesible. En la mayoria
de los casos, las interacciones del compiejo droga-receptor no son conocidas, y
debe desarrollarse un método computacional para determinar la alineacion y la

conformacion a usar en el modelo CoMFA.
Optimizacion de geometria.

El andlisis del espacio conformacional de una molécula es generaimente
el punto de partida para el estudio tedrico de la misma. La relacién matematica
entre conformacion y energia puede interpretarse como una superficie de energia
potencial, con tantas dimensiones como grados de libertad presente Ia
molécula.®®

La optimizacidn de la geometria de un compuesto consiste en la
minimizacion de la energia del sistema a través de programas computacionales.

Partiendo de una conformacion dada se varian parametros estructurales
(principalmente angulos de torsion) a modo de lograr una nueva geometria, cuya
energia asociada se calcula y se compara con la relacionada a la conformacién
inicial. El programa repite este proceso realizando cambios conformacionales que
conducen a estructuras de menor energia que la anterior, hasta llegar a un
minimo energético. En este punto el cdlculo se detiene, dado que otro cambio
generaria una geometria menos estable. Matemdticamente, encontrar un punto
minimo representa llegar a la convergencia, es decir tener un gradiente igual a
cero. El programa puede utilizar otros criterios adicionales como: la raiz cuadrada
media (RMS) del gradiente igual a cero, el desplazamiento calculado para el
siguiente paso igual a cero, la raiz cuadrada media del desplazamiento (RMSD)
igual a cero. Practicamente no se espera llegar a estos valores, sino que se
establece una cota superior para considerar convergencia.

Esta minimizaciéon no necesariamente lleva a la conformacién mas estable.

Con esta metodologia se alcanzara el minimo mas cercano (o mas parecido) a la

48



Disefio de nuevas drogas antiepilépticas

conformacién de partida, pero puede tratarse de un minimo relativo. La figura 3.3
muestra una curva de energia potencial sencilla para ilustrar este punto.

Para encontrar el minimo absoluto, que representa a la conformacién mas
estable, es necesario generar diferentes conformaciones de partida para luego
comparar la energia de los puntos estacionarios que a partir de ellas se
encuentran.

Esto se realiza mediante dos metodologias: dindmica molecular o rotacién
sistemdtica de enlaces.!

En el primer caso se simula un calentamiento de la molécula permitiendo
que esta sufra estiramientos y torsiones en su estructura superando de este

modo las barreras energéticas entre las distintas conformaciones estables.

A

Estructura
inicial
Energia / -

Minimo
relativo

Minimo
absoluto

v

Angulo de torsién
Figura 3.3. Curva hipotética de energia potencial en funcién de un angulo de torsion.

Posteriormente “se enfria” el sistema y se obtiene una estructura final que
posteriormente se optimiza. Este proceso se repite tantas veces como se desee.

En la rotacidbn sistemadtica de enlaces se generan diferentes
conformaciones de partida mediante rotacion de los enlaces un determinado
namero de grados. Generalmente se exceptian las rotaciones en torno a enlaces
con atomos de hidrogeno o grupos metilo dado que no se generan

conformaciones muy diferentes.
DISENO RACIONAL DE DROGAS ANTICONVULSIVAS.

En la mayoria de los casos, las drogas anticonvulsivas cldsicas han sido
descubiertas por azar, mediante metodologias de screening o a través de la
variacién estructural de drogas conocidas. Por ejemplo, las drogas antiepilépticas
desarrolladas entre 1912 y 1960 se basaron en una estructura heterociclica
simple coman (Figura 3.4). Durante este periodo, no se crearon compuestos
genuinamente novedosos, sino que la atencién se centrd en las hidantoinas,

barbituratos, oxazolidinodionas, succinimidas y acetilureas.
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R? R2

Figura 3.4. Estructura general de las drogas antiepilepticas comercializadas entre 1912 y 1960s. R1,
R2 y R3 indican distintas cadenas laterales. X = -NH- en hidantoinas, X = -CO-NH- en barbituricos, X
= -0- en oxazolidinodionas, X = -CH.- en succinimidas, X = -NH»- en acetilureas.

El conocimiento de los mecanismos de accidn de las drogas anticonvulsivas
y de las patofisiologias presentes en las enfermedades cerebrales ha
incrementado notoriamente en los Gltimos 20 afios. A partir de esta informacién
se han implementado estrategias de disefo racional directas, basadas en la
comprension de estos procesos.

Un ejemplo exitoso de la aplicacién de esta metodologia es el desarrollo de
compuestos miméticos del GABA, como son el vigabatrin y la tiagabina,
disponibles comercialmente en la actualidad.?® La estrategia en este caso esta
sustentada en propiciar un aumento de los niveles de GABA, principal
neurotransmisor inhibitorio en el cerebro. Esto se logro mediante la inhibicion
tanto de la enzima GABA-transaminasa (vigabatrin) como de su recaptacion
(tiagabina). Otro caso es el disefio racional enfocado a la reducciéon o bloqueo de
la neurotransmicion mediada por glutamato, uno de los principales
neurotransmisores excitatorios. Algunas drogas de uso clinico, entre las que se
encuentra la fenitoina, han mostrado accién bloqueante de sus receptores.’!
Detalles de los mecanismos de accién de estos compuestos se encuentran en el

capitulo 2 de este trabajo.

Sin embargo, hasta el momento, las
metodologias racionales directas han fallado
en la generacién de nuevas terapias, dada la
limitada eficacia de las drogas encontradas y
los serios efectos adversos detectados en
algunos casos.?* %

Prueba de esto es que la mayoria de las
nuevas comercializadas

drogas (como

lamotrigina, topiramato, gabapentin y
levetiracetam), fueron descubiertas mediante

screening de compuestos sintetizados.?°
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Una desventaja intrinseca de las
metodologias directas es que
falla en la identificacién de
drogas capaces de actuar por
nuevos mecanismos. El
screening in vivo usando nuevos
modelos animales de epilepsia
es una herramienta alternativa

muy util en este sentido (ver

capitulo 5 de este trabajo).
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Por otro lado, el disefio de nuevos compuestos activos se ve obstaculizado
por el hecho de que las drogas usualmente poseen mas de un mecanismo de
accion, involucrando interacciones con mas de un sitio de unién. En otros casos
no se conoce un receptor especifico asociado.

Se espera que el conocimiento creciente respecto de los mecanismos de
las disfunciones patoldgicas, de los procesos de accion de las drogas y de las
caracteristicas de los receptores facilite el disefio racional en forma directa,
incrementando el nimero de nuevos y mas beneficiosos compuestos disponibles.
Hasta entonces, el empleo de estrategias indirectas resulta una alternativa muy
util, sobre todo si el mecanismo de accién esperado para las drogas no es
completamente conocido. En ambos casos la identificacién de los compuestos
activos se conduce con fa ayuda de test biologicos, ya sea mediante metodologias

in-vivo o in-vitro.
Perfil farmacoldgico buscado.

Como se ha detallado anteriormente, las drogas antiepilépticas presentan
una amplia variedad de mecanismos de accion. El mecanismo principal por el cual
estos compuestos actian se encuentra estrechamente relacionado con el perfil
farmacoldgico que muestran en la etapa preclinica de su evaluacion.

El uso adecuado de modelos bioldgicos preclinicos evita seguir avanzando
en los estudios de aquelios compuestos que no manifiestan efectos terapéuticos
aceptables. Ademas, la determinacién del comportamiento farmacoldgico en
animales junto con los estudios in vitro, funcionales o de binding, permiten el
reconocimiento temprano de los posibles mecanismos de accién de las drogas.

Existe una importante bateria de ensayos que han sido desarrollados para
detectar la actividad anticonvulsiva.?* El empleo de los distintos modelos de
evaluacion preclinica, asi como su relacién con la eficacia que presentan los
compuestos en humanos, han sido considerados en el capitulo 5 del presente
trabajo. Entre los mas usados se encuentra la induccién eléctrica (ensayo MES) y
la induccién quimica por administracion de pentilentetrazot (ensayo PTZ o Met).
Estos test han detectado la actividad de muchas drogas en uso en la actualidad.?®
Se sabe que las drogas que actian mediante el bloqueo de los canales de sodio
son activas frente al MES test, ademas de presentar un comportamiento
caracteristico en estudios in-vitro; mientras que el ensayo de PTZ responde bien
para compuestos GABA-ergicos.*®

Una cantidad importante de farmacos anticonvulsivos estructuralmente

diversos presentes en el mercado muestran un perfil farmacolégico similar: son
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activos frente al ensayo MES e inactivos frente al ensayo PTZ. Entre ellos se
encuentra la fenitoina (PHE), la carbamacepina (CZ), topiramato (TOP),
zonisamida (ZON), oxcarbamacepina (0CZ),%’ drogas que presentan el blogueo
de canales de sodio como mecanismo de accién asociado.?®3°

En este trabajo se ha encarado el estudio de las caracteristicas
electrénicas y estructurales espaciales necesarias para que los compuestos
presenten actividad frente al MES test. Para ello se han seleccionado farmacos
con el mismo perfil farmacolégico, en relacion a su actividad frente a este ensayo
(ver conjunto de trabajo, pag. 54 del presente capitulo). La mayoria de los
compuestos elegidos presenta el bloqueo de canales de sodio como uno de los
mecanismos de accidén farmacoidgica asociado. Esto es de esperarse, dado que la
actividad frente a este test es una de las caracteristicas de las drogas que actian
por esta via.

El empleo de una metodologia indirecta se fundamenta en la falta de
informacion sobre el sitio activo en el/los receptor/es, por lo que solo se dispone
de la informacién asociada a las drogas capaces de producir la misma respuesta

bioldgica.
Identificaciéon del patréon farmacofoérico. Antecedentes.

En los ultimos afios, se han reportado en la literatura algunos modelos de
farmacoforos para la actividad antiepiléptica, los cuales derivan principalmente de
la comparacién de compuestos activos estructuralmente relacionados.

Se han estudiado de esta manera las N-bencilamidas del acido y-

31

hidroxibutirico,”* asociando los requerimientos de actividad con la presencia del

fragmento de N-bencilamida, una unidad hidrofébica (anillo aromatico) como un
sitio de unién distante y un grupo capaz de formar puentes de hidrégeno (figura
3.5):

Fragmento de N-bencilamida

Anillo aromatico

H(R
distante N( )

OH

Grupo hidrofilico

Figura 3.5. Farmacéforo propuesto para N-bencilamidas a-sustituidas del &cido y»-hidroxibutirico.”
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Para derivados de la urea y semicarbazonas también se propuso un
farmacoforo, formado por un grupo que puede formar puentes de hidrogeno

):3? Este modelo sirvié

ubicado entre dos regiones hidrofébicas (figura 3.6
posteriormente para el disefio de nuevas semicarbazonas con propiedades
anticonvulsivas. 33

Los derivados de fenilureas anticonvulsivas (particularmente bloqueantes
del canal de sodio) se compararon en otro estudio con anestésicos locales,
suponiendo gque estos dos conjuntos de compuestos se unen al canal de sodio en
la misma regién.**

Se postulo un patron farmacoférico y un sitio de unién comun,
considerando que los anestésicos tienen tres puntos de interaccién con el
receptor mientras que este tipo de anticonvulsivos poseen solo dos (figura 3.7).
Esta diferencia se debe a que estos ultimos carecen del grupo amino terminal

(presente en los anestésicos considerados en este estudio).

N—
Pl R, NH
0
"
Ar
Derivados de urea Semicarbazonas

(a)

Figura 3.6.(a) Representacién esquematica de los derivados de la urea estudiados y del farmacéforo
sugerido para este tipo de compuestos.” (b) Representacion esquemética de las semicarbazonas
estudiadas y del farmacéforo sugerido para este tipo de compuestos.™

1-Regiones hidrofobicas. 2-Grupos capaces de formar enlaces puente de hidrogeno, 3-Grupos

dadores de electrones.

También se han usado estudios computacionales para el disefio de nuevas
drogas anticonvulsivas, aplicados a compuestos pertenecientes a una misma
familia.>s3” Sin embargo, el nimero de trabajos relacionados con farmacoforos
mas generales, es decir, que involucran antiepilépticos de estructuras totalmente

disimiles es menor.
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R
/
--------- NH
®
R
0
Bolsillo lipofilico Sitio de enlace de Sitio de unién

puente de hidrégeno electrostatica

L——-— Anticonvulsivos ——'
[ Anestésicos locales S—

Figura 3.7. Representacion esquemdtica del farmacéforo y del sitio de unién para anestésicos locales y

anticonvulsivos que actuan por bloqueo del canal de sodio derivados de fenilureas.

A través de estudios topoldgicos de screening virtual Estrada y Pefia
propusieron fragmentos estructurales responsables para la actividad e inactividad
anticonvulsiva.®® Otros autores también utilizaron esta metodologia para predecir
la actividad antiepiléptica de compuestos quimicamente diversos que presentan
otra actividad bioldgica.?®

Unverferth y colaboradores reportaron un modelo general para la actividad
blogueante de canales de sodio en base a la comparacion estructural de 5
moléculas disimiles como son la CZ, PHE, lamotrigina (LAM), ZON y rufinamida
(RUF) (figura 3.8). Este Ultimo compuesto es un derivado de triazol que se
encuentra en la etapa de ensayos clinicos.”® Estos autores identificaron tres
grupos necesarios para la actividad, ubicados a distancias definidas. Se involucra
un anillo aromatico, un atomo dador de electrones cercano a un grupo NH capaz
de conformar una unidad dadora/aceptora por puente de hidréogeno y un segundo

atomo donor de electrones.*!

o EEL%@CM

Figura 3.8. Moléculas consideradas en el modelo de Unverferth y colaboradores.*!
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En nuestro grupo de trabajo se han analizado exhaustivamente los
requerimientos que definen al patron farmacoférico de drogas antiepilépticas
activas frente al MES test, utilizando para esto un conjunto de compuestos
disimiles mayor que el antes mencionado.?’#** El farmacéforo asi identificado
muestra similitudes con el propuesto por Unverferth y colaboradores, pero difiere
en la necesidad de que se encuentren presenten en la motécula el segundo grupo
dador de electrones y el anillo aromatico.

De esta forma, la definicion del farmacéforo incluye (figura 3.9) :

(a) Una porcidn polar constituida por dos unidades donoras de electrones
(dtomos 1 y 2 en la figura) y un grupo aceptor de electrones (atomo 3
en la figura) situadas en una determinada disposicién espacial.

(b) Una regidn lipofilica cuya posicion, relativa a la porcién polar, esta
definida por 3 dngulos de torsion y una distancia (dtomos 4 a 7 en la

figura).

tl=- 64°
12=-152°
13=-180°

Figura 3.9. Representacién esquemdtica del farmacdforo encontrado por nuestro grupo de trabajo. Se

incluyen los dngulos de torsion y la distancia al grupo polar que lo caracterizan.

Empleando la informacién contenida en el farmacoforo se logro disefar
nuevas drogas antiepilépticas derivadas del acido valproico, que presentan el
perfil farmacoldgico buscado y son mas activas que el acido mencionado.?’

Como parte de este trabajo de tesis se realizo un estudio comparativo de
campos moleculares (CoMFA) de drogas anticonvulsivas activas frente a MES test.
Al incluirse informacion 3D en el analisis, es de esperar que los resultados tengan
una marcada dependencia con la conformacion. Es por eso que en estos estudios
debe tenerse especial cuidado en la eleccion de la conformacién activa y en el
alineamiento de las moléculas. Se utilizo como punto de partida el patron
farmacoférico previamente determinado en nuestro laboratorio, 2**** basando la
alineacién molecular en las caracteristicas electrénicas y estructurales definidas

por este. En base a este andlisis se identifico un nuevo requerimiento asociado a
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la importancia de la presencia de un grupo voluminoso unido a la porcién polar.
Este resultado contribuyo al disefio de nuevos compuestos activos, sulfamidas,
teniendo en cuenta la ubicacién de las cadenas lipofilicas respecto de la parte

polar.
Conjunto de trabajo y alineamiento.

Para la seleccién de compuestos se procuro un nimero de moléculas
significativo que formaran un conjunto estructuralmente diverso, pero con similar
accién biolégica en el modelo experimental: actividad en MES test. Ademas, se
constato que los datos de actividad biologica encontrados en literatura hubieran
sido determinados en las mismas condiciones experimentales y mediante la
misma metodologia.

De este modo se seleccionaron 27 compuestos (figura 3.10) donde se
incluyeron drogas clasicas como PHE, CZ, primidona (PRM), fenobarbital (PB) y
methsuximida (METS); junto con drogas de segunda generaciéon como felbamato
(FLB), topiramato (TOP), zonisamida (ZON) y oxcarbamacepina (0CZ).2° También
se incluyeron derivados del topiramato con actividad anti-MES reportada y mayor
a la de este precursor : el sulfamato de 2,3-O-isopropiliden-4,5-O-sulfonil-B-
fructopiranosa (TOP2), el suifamato de N-metil 2,3-O-isopropiliden-4,5-O-sulfonil-
B-fructopiranosa {(TOP2Me) y el sulfamato de N-metil 2,3-O-isopropiliden-4,5-0-
sulfonil-B-fructopiranosa (TOP2Me).*® Se incorporaron ademds drogas en
desarroilo pero con actividad anti-MES medida, como son retigabina (RET) y
valrocemida (VAL);?*® asi como compuestos en estudio por su capacidad
bloqueante de canales de sodio y marcada actividad anti-MES: la remacemida
(RMC), vy la vinpocentina (VIN).* “ También se incluyeron en el conjunto
valpramidas N-sustituidas y un ester del acido valproico (valproato), los cuales
presentan en su estructura sustituyentes con diferentes caracteristicas de
polaridad y tamaiio. Estos son: N-butilvalpramida (BUVPD), N-
ciclohexilvalpramida (CHVPD), N,N-dimetilvalptamida (DMVPD), N-etilvalpramida
(ETVPD), N-isopropilvalpramida (IPVPD), acido 4-valproilcarboxamido benzoico
(CPVPD), N-(suifonamidofenil)valpramida (SUVPD) y valproato de propilo (PRVP).
Estos derivados han sido previamente disefiados a partir de la consideracién de la
actividad anticonvulsiva encontrada en la valpramida (VPD) (contenida en el
conjunto de analisis), la cual presenta mayor potencia que acido valproico;
teniendo en cuenta los cambios que se producen en la actividad debido a la N-
sustitucion.?” El perfil farmacolégico de estos derivados es similar al que presenta

la PHE en los test MES y PTZ. El conjunto se completo con derivados de la
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acetazolamida como la 5-amino-1,3,4-tiadiazol-2-sulfonamida (HATS) y la 5-
terbutoxicarbonilamino-1,3,4-tiadiazol-2-sulfonamida (B-HATS) que presentan

actividad anti-MES mayor a la de su precursor.*’
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Figura 3.10. Conjunto de drogas con accién anticonvulsiva seleccionadas para el estudio. Los atomos

numerados son los que definen el patrén farmacofdrico.

Como ya se ha comentado, para el andlisis COMFA se requiere que las
moléculas se encuentren alineadas de acuerdo a su conformacién activa. Para
esto se ha usado como referencia la disposicion espaciat del farmacéforo asociado
con las drogas activas frente al MES test (figura 3.9).

En el conjunto de drogas (Fig. 3.10) existen compuestos que presentan
estructuras rigidas que fijaran las principales caracteristicas conformacionales.
Moléculas como CZ y PHE contribuyeron previamente en la determinacién del
farmacoforo debido a su rigidez estructural (analogos rigidos),?”**** definiendo
las caracteristicas de la conformacién activa tanto para la parte polar (PHE) como
la no polar (CZ) (figura 3.11). Los dtomos asociados a dicho farmacéforo son los

que se presentan numerados en la figura 3.10 para cada una de las moléculas.
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Figura 3.11. Superposicién de las moléculas de CZ y PHE. Los dtomos en verde representan el

farmacéforo.

En una primera etapa, previa a la determinacién de la conformacién
activa, cada una de las 27 estructuras se optimizo en su geometria a través de un
calculo quimico cuantico, empleando funcionales de la densidad (B3LYP) con
bases 6-31G** (ver capitulo 1), utilizando el programa Gaussian 98.® Con ello se
encontro la conformacién de menor energia de cada uno de los compuestos. A
partir de esta conformacion, los atomos asociados al farmacéforo (numerados de
1 a 7 en la figura 3.10) se alinearon con este mediante métodos de
superposicién, usando la herramienta fit atoms presente en el programa Sybyl
6.6.° Como una medida de la habilidad de las moléculas para adoptar la
conformacion activa se midieron los valores de RMS para cada molecula y el

farmacoforo mediante la ecuacion:

donde d es la distancia entre los dos dtomos superpuestos y n es el nimero de
pares que fueron considerados en la superposicién. La tabla 3.1 muestra los
valores obtenidos, incluyendo también los datos de actividad bioldgica tomados
de literatura.?* 28 36 45 47, 3053 Eqtog (iltimos datos se expresan como dosis
efectiva media en ratones frente al MES test, es decir, la dosis de anticonvulsivo a

la cual se observa proteccién en el 50% de los animales (ver capitulo 5).
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Compuesto ED50 * RMS Compuesto ED50 * RMS
e e T SES 399 ——
PHE 38 0.104 VPD 353 0.222
FLB 210 0.213 VRL 759.5 0.091
RMC 292 0.118 PRVP 96 0.089
RET 30.67 0.094 SUVPD 53 0.088
ZON 92 0.499 CHVPD 61 0.088
VIN 77 0.706 IPVPD 384 0.088
ocz 79 0.142 BUVPD 487 0.088
PRM 52.3 0.200 CPVPD 1225 0.088
PB 93.9 0.308 ETVPD 200 0.087
TOP2ME 22.3 0.846 DMVPD 347 0.088
TOP2CP 20.4 0.846 HATS 90 0.493
TOP2 19.8 0.846 B-HATS 74 0.493
TOP 112

0.276
Tabla 3.1. Valores de los RMS que resultan de la superposicién de los compuestos con el farmacéforo.
2 ED50: Valores de dosis efectiva media (ED50, umol/kg) encontrados para el MES test de drogas

antiepilépticas (tomado de literatura).

Las moléculas del conjunto analizado, cumplen con los requerimientos del

farmacoforo y poseen ademas otras porciones no incluidas en este, caracterizadas

por su flexibilidad rotacional. JEECEESVEGVERNCRNEE caracteristicas de la

Diversas conformaciones pueden

ser generadas por rotacion

alrededor de enlaces no
pertenecientes al farmacdforo,

que pueden a-priori ser

consideradas como activas. En
estos casos se eligieron aquellas
activas

conformaciones cuyo

valor de g% sea maximo.

interaccién de un receptor con moléculas

flexibles resulta muy interesante en el
sentido de que muchas conformaciones son
energéticamente accesibles y coexisten en
equilibrio. El objetivo en estos casos es la
identificacion de la disposicién estructural y

electronica comun que resulta determinante

para el reconocimiento o la activacion del

receptor.

En la figura 3.12 se muestra el resultado de la superposicion de la

totalidad de las moléculas con la conformacion considerada como activa.
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Figura 3.12. Moléculas superpuestas con la conformacién considerada en CoMFA. Los &tomos usados

para la superposicién se muestran en color verde.
Parametros usados en CoMFA.

Se utilizaron los parametros standard para el analisis. Las moléculas alineadas se
colocaron en una grilla tridimensional cuyos puntos se encuentran separados por
longitudes de 2 A en las direcciones x,y,z.

Los descriptores calculados automaticamente son las energias resultantes
de las interacciones electrénicas (del tipo Van der Waals 6-12) y electrostaticas
(del tipo coulombicas, con un dieléctrico 1/r) entre cada compuesto y el atomo de
prueba ubicado en las intersecciones de la grilla que contiene la molécula.' Los
valores de las constantes de Van der Waals A/B se tomaron de los campos de
fuerza estandar generados por el programa.®*

Se utilizo como atomo de prueba un carbono sp® con carga +1.0 y radio de
Van der Waals de 1.52 A, usando una energia de 30 kcal/mol como valor de
corte en los campos estéricos y electroestaticos. Estos descriptores fueron usados
como variables independientes, mientras que como variable dependiente se

utilizo el logaritmo negativo de la ED50.
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Analisis PLS.

El andlisis de regresién se realizo a través de la estimacion PLS.1*
Inicialmente se utilizo el método de validacidn cruzada LOO para testear la solidez
del modelo y la capacidad de prediccién interna del mismo. Los resultados se
encuentran resumidos en la tabla 3.2. El coeficiente de regresion obtenido
mediante la validacién cruzada (g?) es 0.748, con un valor aceptable de error

estandar: 0.107. Este Gltimo valor se calcula como:

n-c-1

SEE= [:_bz_i;mz T

siendo y; e y; son las actividades observadas y predichas respectivamente, n es el
nimero de compuestos y ¢ el numero de componentes.

En la tabla se reporta ademas el numero éptimo de componentes, el cual
fue usado para derivar la ecuacién final sin validacién cuyo coeficiente de
regresion (r?) es 0.960. Se reportan otros datos, como la contribucién relativa a
la ecuacion de los campos estéricos y electrostaticos; y un promedio del valor
absoluto de los residuos. Estos se definen como la diferencia entre el valor
experimental de la actividad y el valor predicho por la ecuacién final.

En base a estos resultados se puede considerar que el modelo usado es

muy bueno y con una capacidad predictiva significativa.

Resultados estadisticos

g 0.748
ONCP 4
SEE® 0.107

r2d 0.960

Sfe 0.672

Eff 0.328
Res? 0.079

Tabla 3.2. Resultados estadisticos obtenidos a partir de CoMFA. °q? :coeficiente de la regresién con

validacién cruzada. "ONC: Ndimero éptimo de componentes. © SEE: Error estandar. ° r: coeficiente de
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la regresién sin validacién cruzada r. € Sf: Contribucién relativa del campo estérico. © Ef: Contribucién

relativa del campo electrostatico. 9 Res: Promedio de los residuos.

Visualizacion de los resultados QSAR.

La tabla 3.3 lista las actividades medidas y predichas, expresadas en forma
logaritmica, y los valores de los residuos calculados. Se ve que estos Gltimos son
menores a 0.25 en valor absoluto, con solo 8 de ellos mayores a +0.1 (30% del
total).

Los resultados obtenidos pueden interpretarse graficamente en términos
de mapas de contorno (figura 3.13), los cuales han permitido un mayor
conocimiento de los requerimientos que deben cumplir los ligandos para
manifestar la actividad buscada.

Se encuentra que los descriptores fisicoquimicos, como son las
propiedades estéricas y electrostaticas, presentan diferentes contribuciones al
modelo CoOMFA. La primera es mas de dos veces mayor a la segunda (tabla 3.2),
indicando una mayor influencia en la modulacién de la actividad.

Dado que este modelo fue construido en base a la actividad biologica
determinada mediante ensayos in-vivo, la informacion que deriva de este estudio
no se encuentra relacionada solo con los requisitos del sitio activo. También se
asocia con otros factores como son los fenomenos de adsorcion, distribucion y
metabolismo de la droga, los cuales resultan criticos en el disefio integrado de un
compuesto activo.

Como ya se ha detallado, la metodologia de alineamiento utilizada en este
trabajo se encuentira basada en la superposicion de los atomos que definen al
farmacoforo para cada molécula. Por lo tanto estos se encuentran ubicados
aproximadamente en las mismas coordenadas espaciales de la grilla que se usa

en el modgelo.
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Compuesto g % total  predicno  Residuos
cz -1.57 -1.64 0.07
PHE -1.58 -1.72 0.14
FLB -2.32 -2.22 -0.10
RMC ~2.47 -2.47 0.00
RET -1.49 -1.53 0.04
ZON -1.96 -1.89 -0.07
VIN -1.89 -1.91 0.02
0Cz -1.90 -1.73 -0.17
PRM -1.72 -1.83 0.11
PB -1.97 -1.89 -0.08

TOP2ME -1.35 -1.36 0.01
TOP2CP -1.31 -1.33 0.02
TOP2 -1.30 -1.38 0.08
TOP -2.05 -1.98 -0.07
METS -2.58 -2.33 -0.25
VPD -2.55 -2.49 -0.06
VRL -2.88 -2.93 0.05
PRVP -1.98 -2.07 0.09
SUVPD -1.72 -1.64 -0.08
CHVPD -1.79 -1.95 0.16
IPVPD -2.58 -2.69 0.11
BUVPD -2.69 -2.74 0.05
CPVPD -3.09 -3.09 0.00
ETVPD -2.30 -2.17 -0.13
DMVPD -2.54 -2.65 0.11
HATS -1.95 -1.94 -0.01
B-HATS -1.87 -1.83 -0.04

Tabla 3.3. Actividad biolégica medida y predicha para los compuestos del conjunto, expresada en

forma logaritmica. También se incluyen los valores de los residuos.

Ademas, presentan entre si caracteristicas electrénicas similares, las que
han sido comparadas e identificadas al definir el farmacdforo.?* 3% Es por ello
que se espera que los dtomos que forman parte del patron farmacofdrico en las
moléculas contribuyan de manera similar a los descriptores del analisis COMFA; y
que las variaciones electronicas y estructurales del conjunto se encuentren
relacionadas principaimente a porciones de la molécula no incluidas en el
farmacoéforo. Estas diferencias son las responsables de generar variaciones de los

campos moleculares en regiones del espacio que no pertenecen al farmacoforo.
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(a) (b)

Figura 3.13. Mapas de contorno de los campos estéricos y electroestdticos asociados al andlisis
CoMFA, con la molécula de CZ como referencia. El patrén farmacoférico se muestra en verde.

a- Las superficies en verde indican las regiones donde la actividad aumenta por la ubicacion de grupos
voluminosos. Las zonas amarillas representan las regiones donde la actividad decrece por la adicién
de estos grupos. b- Las superficies en azul indican las regiones donde la actividad aumenta por la
ubicacién de grupos con carga positiva. Las zonas rojas representan las regiones donde la actividad
aumenta por la adicién de grupos con carga negativa. Las regiones mas importantes se indican con

numeros.

A partir de la correlacién encontrada en este estudio entre la actividad y la
estructura, y mediante la observacion de las ~cadenas laterales™ al farmacéforo,
en este trabajo hemos encontrado un nuevo requerimiento para incrementar la

actividad antiepiléptica como se describe a continuacién.

¢ ElI mapa de contorno de los campos estéricos presenta dos
regiones (en verde), donde la adicion de grupos voluminosos
pueden aumentar la actividad. En particular hemos prestado
atencion a la region verde cercana al extremo polar del farmacéforo
(a-1). Esta se ubica cerca del atomo 3 de la figura 1, y puede
asociarse a un grupo voluminoso unido en una orientaciéon definida
al extremo polar del farmacoforo, determinada mediante el valor
del angulo de torsion 14 (Figura 3.11).
Respecto a los compuestos del conjunto, se observa que la mayor
actividad se encuentra en moléculas como PB, PHE, PRM, las cuales
poseen un sustituyente voluminoso en la regién mencionada. Estos
compuestos presentan un valor de 14 cercano a 0, el cual es fijo

debido a la rigidez de estas moléculas.
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La zona verde a-2 puede ser considerada una extensién de la
porcion no polar del farmacoéforo de partida, de acuerdo a la
posicidn que presenta respecto a este.

En amarillo se representa la zona donde la adicion de un grupo
voluminoso puede disminuir la actividad (region a-3). Esta se
encuentra localizada cerca del extremo polar del farmacéforo,
opuesta a la region verde considerada previamente (a-1).

Este analisis por zonas sugiere una explicacién de la baja actividad
de ta molécula METS comparada con PB, PHE y PRM. Estas
presentan una porcién rigida ubicada la region verde a-1 y con un
angulo de torsion 14 cercano a cero, pero el sustituyente metito
unido al dtomo de nitrogeno de METS se encuentra en la regién
amarilla, justificando la menor actividad para este compuesto

(figura 3.14).

Figura 3.14. Orientacién espacial de la molécula METS en relacion al mapa de contorno de los efectos

estéricos derivados de CoMFA.

Otras moléculas del conjunto presentan grupos voluminosos
cercanos al extremo polar, pero con un valor de t4 variable debido
a que el compuesto presenta libre rotacidn sobre dicho enlace. En
estos casos, la influencia de estas regiones fue examinada en
detalle a través de la inspeccion de los valores obtenidos para el
coeficiente de correlaciéon de la validacién cruzada (g°). Se

concluyo que la mejor correlacion se obtiene para valores de 14
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cercanos a 0 para los compuestos mas activos (ED50 menor a 200
mmol/kg) y cercano a 180 en los menos activos (ED50 mayor a
200 mmoi/kg).

En base a esta observacién, hemos definido un requerimiento
adicional para la actividad anticonvulsiva: una porcién voluminosa
unida al extremo polar del farmacdforo, orientada de modo que el
valor de © sea cercano a 0. La figura 3.15 muestra el nuevo

farmacoforo propuesto:

3=-18

Figura 3.15. Estructura del nuevo patrén farmacoférico propuesto. El requerimiento adicional puede

describirse como una region lipofilica definida a través de 4.

Este nuevo requerimiento ha permitido explicar, por ejemplo, las
diferencias en los valores de actividad entre el TOP y sus derivados. En estos
ultimos, el alineamiento se realizo utilizando la funcién sulfato como porcién polar
del farmacoéforo; mientras que se uso la funcion sulfamato para el TOP (figura
3.10). Este alineamiento genera el mejor valor de g° en el método LOO de la
validacion cruzada.

De este modo, la orientacion espacial de los derivados del TOP (figura
3.16) coloca los grupos metilo del esqueleto de 2,3-O-isopropiliden-4,5-0-
sulfonil-p fructopiranosa en la porcién verde (a-1, figura 3.13); mientras que en

TOP, estos grupos no pueden alcanzar dicha posicién.
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=

£

Figura 3.16. Orientacion espacial de la molécula TOP2 en relacion al mapa de contorno de los

efectos estéricos derivados de CoMFA.

La interpretacién del mapa de contorno de los campos electronicos (figura
3.11-b) no es sencilla. Existen varias zonas que indican regiones donde los
grupos negativos pueden aumentar la actividad (en rojo) y otras donde este
efecto lo ejercen los sustituyentes positivos (azul). La posicion de las regiones en
azul (b1 y b2) se complementan perfectamente con los extremos negativos del
farmacoéforo (atomos 1 y 3 de la figura 3.1). La presencia de una carga positiva
cercana a estas, o de una carga negativa para las regiones rojas (b3 y b4)
pueden ser factores a considerar en el disefio de compuestos activos, pero no se
han tomado en cuenta en este trabajo dado que el factor estérico parece tener

mayor peso en la actividad, segln los parametros encontrados (tabla 3.2).
Diseno racional y reemplazo bioisostérico.

Los resultados del modelo CoMFA se usaron para el disefio de nuevos
prototipos activos. Para ello se consideré el nuevo patréon farmacoférico definido
mediante este estudio (figura 3.15). Dado que se trata de un farmacéforo
determinado en el espacio (farmacoéforo en 3D) e independiente de identidades
quimicas, pueden buscarse compuestos con estructuras completamente
diferentes.

En base a ello, se planteo el disefio de compuestos con diferentes tipos de
cadenas hidrocarbonadas (lineales, ramificadas o ciclicas; alifaticas o aromaticas)
capaces de adoptar la conformacién correspondiente a la porcién no polar del

farmacéforo y de presentar un grupo voluminosos unido al grupo polar en la
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region definida (figura 3.15). También se consideraron compuestos incapaces de
cumplir con estos requerimientos, a fin de tener elementos de testeo negativo en
el analisis posterior que incluya los compuestos disefiados.

En cuanto a la porcién polar (atomos 1-3 en la figura 3.10), se observa
que las drogas estudiadas poseen en esta region similaridad bioisosterica
(capitulo 1). Los grupos CH,, NH, y O son is6steros de acuerdo a la ley de

555 y son considerados bioisosteros clasicos.®’

desplazamiento de Grimm
Adicionalmente, los grupos sulfoxidos y sulfonas han sido reconocidos como
bioisosteros no clasicos del grupo carbonilo.®” La diferencia de electronegatividad
entre el atomo de carbono y de oxigeno presente en este ultimo resulta en una
carga positiva parcial sobre el carbono y una negativa sobre el oxigeno. Es por
ello que los bioisésteros de esta funcion son generalmente grupos atractores de
electrones y con un tamafo relativamente grande, como los mencionados.*%%

Por inspeccién de los anticonvulsivos estudiados se ve que la porciones
polares del farmacoforo forman parte de funciones amida, carbamato, ester,
urea, sulfonamida, sulfamato y sulfato (figura 3.10), las cuales podrian
considerarse bioisésteros entre si. Se propone entonces la inclusion de la funcién
sulfamida para el grupo polar, considerandolo como una opcion adecuada para el

reemplazo bioisostérico de las demas funciones (Figura 3.17).

o]

2 i i o ?I ﬂ ﬁ [l
c N N 0 C O N N c/(|)|\N

N ITo o710 NN
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amida carbamato ester urea sulfonamida sulfamato sulfato sulfamida

Figura 3.17. Funciones presentes en las drogas antiepilépticas estudiadas que se corresponden con la
porcién polar del farmacéforo (en negro). Se incluye la funcién sulfamida (en azul) como nuevo

bioiséstero propuesto.

Resulta interesante examinar si diferentes moléculas con esta
funcionalidad y las condiciones derivadas de! modelo reflejan la actividad
esperada frente al MES test. Compuestos gue presentan este grupo han sido
estudiados en quimica medicinal como inhibidores de proteasa de HIV 5488
agonistas del receptor 5-HTID,%® analogos activos de epinefrina,’® e inhibidores de

77 También han sido considerados como componentes no

anhidrasa carbénica.
hidrolizables de péptidomiméticos (ver pagina 67).78-83

Debe aclararse que el concepto cualitativo de bioisésteros resulta muchas
veces demasiado amplio. Es por eso que solo ha sido utilizado como una

herramienta inicial y adicional en el disefio de nuevos anticonvulsivos,
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contribuyendo a la eleccién de la porcion polar de el farmacéoforo.  Sin embargo,
o que se ha tenido en cuenta principalmente para la seleccién de compuestos son
los requerimientos especificos para la actividad anti-Mes que han quedado

definidos con el nuevo patrén farmacoférico.
Peptidomiméticos.

Como etapa posterior al disefio de sulfamidas que presenten diferentes
sustituyentes hidrocarbonados, se pensé en incluir en el conjunto moléculas que
contengan, ademas de esta funcionalidad, grupos aminoacidos.

Los aminoacidos, junto con sus derivados funcionarizados, han sido objeto
de estudio por presentar en algunos casos una marcada accion antiepiléptica.®*
Prueba de esto es la llamativa cantidad de esta clase de estructuras presentes
tanto en drogas de segunda generaciéon (gabapentin, levetiracetam, tiagabina y
vigabatrin), como en farmacos en desarrollo (NPS1776, pregabalin, SPM927 y
UCB34714).%°

En un sentido mas amplio, los aminoacidos son considerados como las
unidades fundamentales de los péptidos; compuestos de gran interés dentro de la
quimica medicinal. En particular, los péptidos pequefios representan un excelente
punto de partida para el disefio de nuevas drogas. Esto se debe a su potencial
habilidad para superar las dificultades inherentes a su farmacocinética (presentes
en los péptidos de gran peso molecular), sin pérdida de las caracteristicas
necesarias para el reconocimiento molecular.®*®’ Con esta idea en mente, un
significativo nimero de dipéptidos han sido desarrollados, convirtiéndose en

8894  Desafortunadamente, aun los péptidos

nuevos agentes farmacéuticos.
pequefios sufren limitaciones relacionadas con su inestabilidad frente a la
protedlisis, su baja biodisponibilidad y alta solubilidad o por su rapida eliminacién.
La disminucion del caracter peptidico mediante modificaciones que logren
caracteristicas fisicoquimicas y fisioldgicas mas deseables, ayuda a evitar los
efectos antes mencionados

Se define como peptidomimético a aquella molécula que posee una
semejanza identificable con un péptido pero que, cuando actta como ligando de
un receptor biol6gico, es capaz de imitar o inhibir el efecto que ocasionaria este
ultimo. Las principales ventajas encontradas en el uso de peptidomiméticos como

potenciales farmacos se resumen en la tabla 3.4:
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Desventajas de los péptidos

Estabilidad limitada hacia la protedlisis de las
peptidasas en el tracto gastrointestinal y en el
suero.

Propiedades de transporte pobre desde los
intestinos a la sangre, y a través de la barrera
debido a su alto

falta de

hematoencefalica; peso

molecular y Ila transportadores

especificos.

Excrecion rapida a través del higado y/o rifones.

Ventajas de los peptidomiméticos

Los grupos isosteros, retroinversopéptidos® y los

péptidos ciclicos reducen la velocidad de

degradacion por peptidasas y por otras enzimas.
La adicion de residuos hidrofébicos y/o el
reemplazo de los grupos amida ha mejorado las
través de las

propiedades de transporte a

membranas celulares.

Las estructuras restringidas conformacionalmente

pueden minimizar las interacciones con otros

receptores y aumentar la actividad en el receptor

deseado.

Gran flexibilidad, lo que permite la interaccion
con multiples receptores ademas del esperado y

ocasiona efectos secundarios.

Tabla 3.4. del wuso de disefio de farmacos.

*retroinversopeptidomiméticos: péptidos lineales cuya secuencia de aminodacidos se invierte, asi como

Ventajas peptidomiméticos en el

la quiralidad de los estereocentros.

En relaciéon con la construccion de peptidomiméticos, la funcién urea ha

sido recientemente centro de atencion. Se ha usado como conector no-
hidrolizable de aminoacidos, asi como de grupo aceptor en la formacion de
enlaces hidroégeno con el receptor. Un ejemplo de esto son las ureas que
contienen aminoacidos y son inhibidores de la HIV proteasa.®>'°" Analogamente,
la funcion sulfamida ha servido como componente no-hidrolizable en
peptidomiméticos, mostrando selectividad y actividad inhibitoria para diferentes
proteasas.”®® Nuevamente puede encontrarse una relacién bioisosterica entre la
funcion urea y sulfamida, si se considera la accién frente a la HIV proteasa.

En este trabajo no se trata de imitar la actividad antiepiléptica de algun
péptido en particular, sino que se pretende analizar el perfil farmacologico de
compuestos pequefios que muestren una clara semejanza con los dipéptidos,
pero sin la union peptidica presente.

En otras palabras, se utilizo la sulfamida como funcién no hidrolizable
conectora de dos aminoacidos, para la construccién de compuestos capaces de
presentar accién antiepiléptica. Los aminoacidos se eligieron considerando el

farmacoforo previamente descripto.
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Compuestos sintetizados.

La figura 3.18 resume los compuestos preparados. Se sintetizaron
compuestos que presentan en su estructura los requisitos necesarios para la
accion farmacoldgica segun lo predicho por las metodologias de disefio racional
empleadas. Todas poseen la funcion sulfamida, pensada como nuevo grupo polar
del farmacoforo. El resto de los requerimientos se satisface mediante el uso de
diferentes cadenas hidrocarbonadas pertenecientes a grupos alquilo o arilo

sencilios, asi como de aminoacidos.
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Figura 3.16. Sulfamidas preparadas de acuerdo a lo propuesto por el disefio: N,N -dibutilsulfamida
(1a), N,N’-diciclohexilsulfamida (2a), N,N -diciclopropilsufamida (3a), N,N’-dibencilsulfamida (4a),
N.N”-sulfonil bis tetrahidro-1,4-oxacina (5a), bencilsulfamida (18f), N,N-dipropilsulfamida (19f), N-
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bencil-N *-terbutoxicarbonil-sulfamida (10c), N,N-dipropil-N *-terbutoxicarbonil-sulfamida (11c), NN -
sulfonil bis-L-Alanina dimetil ester (7b), N,N "-sulfonil bis-L-Valina dimetil ester (8b), N,N "-sulfonil bis-
L-Prolina dibencil ester (6b), N,N’-sulfonil bis-g -Alanina dimetil ester (9b), (S)(-)[N-(N’-
terbutoxicarbonil)-sulfamoil]-alaninato  de  metilo(12d),  [N-(N ’-terbutoxicarbonil)-sulfamoil]-p-
alaninato de metilo (13d), [N-(N’-terbutoxicarbonil)-sulfamoil]-glicinato de metilo (14d), [N-(N’-
terbutoxicarbonil, N -valproil)-sulfamoil]-glicinato  de  metilo  (16e), [N-(N’-bencil, N’-
terbutoxicarbonil)-sulfamoif]-glicinato de metilo (17e), [N-(N "-terbutoxicarbonil, N ’-valproil)-
sulfamoil]-p-alaninato de metilo (15e), [N-(N “-bencil)-sulfamoil]-glicinato de metilo (20f), ), [N-(N -
valproil)-suifamoil]-glicinato de metilo (21f).

Considerando que las sulfamidas de aminoacidos posiblemente puedan
carecer de lipofilia suficiente para presentar la accién buscada con potencia
considerable, se prepararon sulfamidas formadas por un aminoacido y una
cadena alifatica. Esta ultima se eligié de acuerdo a los requerimientos propuestos,
considerandose promisoria la inclusion de la cadena alifatica que comparten el
acido valproico y la valpramida.

También se prepararon sulfamidas cuya estructura no puede adoptar la
conformacion activa propuesta en el farmacéforo, a modo de validar, mediante un
test negativo, los requerimientos necesarios para presentar actividad.

La rutas sintéticas elegidas varian de acuerdo a la disposicion relativa de
tos sustituyentes en la funcion sulfamida; y si se incluyen aminoacidos o no en la
estructura. Algunas de las sintesis implican la preparacion de sulfonifcarbamatos
como productos intermedios, los cuales se han considerado también posibles
estructuras activas, por lo que fueron evaluadas. En el siguiente capitulo se

detallan las vias de preparaciéon empleadas.
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